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RESUMEN 
Las enfermedades cardiovasculares son un problema de salud a nivel mundial. En 
Colombia existe una prevalencia de 22,82% de hipertensión arterial, según la encuesta Nacional 
de Salud-2007, asociado a complicaciones como insuficiencia cardiaca, isquemia coronaria de 
origen multifactorial donde el factor de riesgo es uno de los más altos de los países 
latinoamericanos (Salud, 2017).  El uso de tratamientos farmacológicos ha demostrado reducir 
la morbilidad y mortalidad por enfermedades cardiovasculares, disminuyendo complicaciones 
asociadas a la hipertensión. Por esta razón en la actualidad se continúa la búsqueda de nuevas 
alternativas con potencial antihipertensivo; en este orden se exploran los productos naturales 
como fuente de obtención de moléculas con actividad biológica. 
Estudios previos han demostrado que miembros de la familia Campanulaceae poseen 
actividades potencialmente benéficas a nivel cardiovascular con efectos antioxidantes y/o 
antiinflamatorios (He et al., 2014). Por esto el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto 
vasorelajante de C. medium, en un ensayo biodirigido mediante la técnica de órgano aislado en 
anillos aórticos de rata, caracterizar el compuesto de mayor actividad y proponer un posible 
mecanismo de acción.  
Los resultados demostraron que el extracto etanólico de Campanula medium CmXO poseía 
dos compuestos con efecto vasorelajante endotelio-dependiente. Mediante un método de 
solubilidad por solvente y cromatografía de columna Sephadex LH-20 y fase reversa RP18 se 
logró aislar dos compuestos; uno ya conocido y reportado en la literatura como rutina y un 
diterpeno nombrado por nosotros como CmE1B, este último el de mayor actividad 
vasorelajante. Este compuesto fue caracterizado cualitativamente por cromatografía de capa 
fina y posteriormente analizado por y RMN H-1 y RMN C-13 determinándose que era un 
diterpeno tipo labdano dihidroxilado. Mediante la técnica de órgano aislado se determinó que 
CmE1B tiene una actividad vasorelajante dependiente de endotelio, que actúa 
mayoritariamente por la vía del óxido nítrico y GMPc y a través de la activación de canales de 
K+ dependientes de Ca2+ en las células endoteliales.  
 
PALABRAS CLAVE: Campanula medium, vasorelajación, anillo de aorta, diterpeno, endotelio. 
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ABSTRACT 
 
Cardiovascular disease is a health problem worldwide. In Colombia, there is a 45% 
prevalence of hypertension, associated complications such as heart failure, coronary ischemia 
multifactorial where the risk factor is one of the highest of Latin American countries. The use of 
pharmacological treatments has been shown to reduce morbidity and mortality from 
cardiovascular disease, reducing complications associated with hypertension. For this reason 
today the search for new alternatives continues with antihypertensive potential; in these order 
natural products as a source for obtaining biological active molecules are explored. 
Previous studies have shown that members of the bellflower family have potentially 
beneficial cardiovascular level activities with antioxidant and / or anti-inflammatory. Therefore 
the aim of this study was to evaluate the vasorelaxant effect of medium C. in an assay by 
bioassay-guided technique isolated organ in rat aortic rings, characterize the compound of 
greater activity and suggest a possible mechanism of action.(He et al., 2014) 
The results showed that the hydroalcoholic extract of Campanula medium CmXO had two 
compounds vasorelaxant effect endothelium-dependent. Solubility by a method of solvent and 
column chromatography and Sephadex LH-20 reverse phase RP18 was achieved isolate two 
compounds; an already known and reported in the literature as routine and a diterpene named 
by us as CmE1B, the latter the largest vasorelaxant activity. This compound was characterized 
qualitatively by thin layer chromatography and then analyzed by NMR and H-1 and C-13 NMR 
was determined that a diterpene type labdane dihydroxyl. 
By isolated organ technique it determined that CmE1B has an endothelium-dependent 
vasorelaxant activity, acting primarily via the nitric oxide and cGMP and through the activation 
of K + channels dependent Ca2 + in endothelial cells.  
 
KEYWORDS: Campanula medium, Vasorelaxation, aorta ring, diterpene, endothelium. 
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INTRODUCCIÓN 
 
La hipertensión arterial (HTA) es un importante factor de riesgo cardiovascular para la población 
en general. Evidencia clínica  demuestra que la hipertensión arterial tiene una relación continua 
con el riesgo cardiovascular sin embargo su  definición sigue siendo en gran medida arbitraria, 
dado que un nivel umbral real para la hipertensión es flexible y depende en gran parte al perfil 
de riesgo cardiovascular de cada sujeto (Beevers, 2007).  En pacientes hipertensos el 
incremento de riesgo de infarto de miocardio y otras patologías cardíacas se puede presentar 
debido a un incremento de masa en el ventrículo izquierdo que conduce a disfunción diastólica, 
arritmias y anomalías de la perfusión cardíaca a causa de una disfunción endotelial (Diamond, 
2005).  
De esta manera la prevalencia en Colombia de HTA se encuentra entre la población de 20 a 40 
años con un estimado del 10% mientras entre las edades de 50 a 60 años se incrementa al 
50%. Esta patología representa el primer factor de riesgo de enfermedades cardiovasculares y 
se considera como un factor de riesgo modificable, además de uno de los mayores problemas 
de salud pública; sin embargo, solo el 6,75% de las personas hipertensas reciben tratamiento y 
toman medicamentos antihipertensivos de manera regular. (Salud, M. d. 2018). Pese a la 
disposición de una variedad de fármacos antihipertensivos, un importante número de pacientes 
permanece vulnerable a las complicaciones de la enfermedad y a los efectos adversos de la 
medicación como tal por lo cual la búsqueda de nuevos compuestos bioactivos continúa (Thrall, 
2004).  
Es así como en la búsqueda de nuevas moléculas con potencial antihipertensivo se ha recurrido 
a la fuentes naturales como recurso importante de compuestos bioactivos para reducir el 
impacto de la patología (Newman, Cragg y Snader, 2012). En los últimos 30 años se ha 
demostrado que metabolitos secundarios derivados de los productos naturales son una fuente 
significativa de nuevos fármacos antihipertensivos. Por otro lado, la Organización mundial de la 
Salud (OMS) estima que el 80 % de la población mundial utiliza la medicina tradicional (uso de 
plantas o sus principios activos). La enorme diversidad, la disponibilidad creciente de técnicas 
de aislamiento e identificación y la introducción de ensayos farmacológicos que permiten 
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detectar moléculas con un principio activo, se han traducido en herramientas adicionales en 
favor de los productos naturales como fuente terapéutica (Guerrero, 2009). 
La familia Campanulaceae contiene 300 especies que se encuentran 
predominantemente en el Centro, este y sur de Asia. En países como Guatemala hasta Perú 
se distribuyen más de 120 especies, con mayor diversidad al norte de los Andes en regiones 
Neotropicales (Hammel et al. 2004), en Suramérica en Colombia y Ecuador crecen entre los 
200 y 3300 metros de altura (Jeppesen 1981; Garzón et al. 2014; Muchhala & Pérez 2015; 
Lagomarsino et al. 2016). Popularmente se han utilizado las especies C. glomerata, C. 
persicifolia, C. rotundifolia, C. bononiensis, C. sibirica y C. patula en el tratamiento de la 
epilepsia, enfermedades nerviosas, reumatismo e inflamación (Ozaki 1995; Tada et al. 1996).  
Estudios biológicos ha demostrado que las especies C. pilosula, C. pilosula var. Poseen 
actividad antioxidante, antiinflamatoria y efectos sobre el sistema nervioso (He et al., 2014). Es 
así como esta familia presenta un posible potencial no explotado como fuente de metabolitos 
secundarios con potencial actividad biológica.  Por otra parte, en Italia se utiliza tradicionalmente 
de forma similar la Campanula medium (Ozaki 1995; Tada et al. 1995); sin embargo, no se ha 
realizado la caracterización de sus metabolitos secundarios ni de los potenciales efectos y 
mecanismos de acción a nivel de la vasculatura. Es así como planteamos como propósito de 
este trabajo la realización de un ensayo biodirigido para la caracterización del metabolito 
responsable de los potenciales efectos vasorelajantes en un modelo de anillo de aorta de rata. 
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1. OBJETIVOS 
 
1.1 Objetivo General 
 
 Evaluar la actividad vasorrelajante en un ensayo biodirigido a partir del extracto etanólico 
de la planta Campanula medium y determinar el posible mecanismo de acción del 
principio activo mediante la técnica de órgano aislado. 
 1.2 Objetivos específicos 
 
 Evaluar el efecto vasorelajante del extracto de Campanula medium en presencia y 
ausencia de endotelio vascular mediante la técnica de órgano aislado.  
 Evaluar el efecto vasorelajante de las fracciones obtenidas por fraccionamiento por 
ensayo de solubilidad en solvente orgánico mediante la técnica de órgano aislado. 
 Evaluar el efecto vasorelajante de las subfracciones obtenidas por métodos 
cromatográficos a partir de la fracción con mayor actividad mediante la técnica de órgano 
aislado. 
 Evaluar la actividad vasorelajante de compuestos aislado a partir de la fracción con 
mayor actividad vasorelajante, mediante la técnica de órgano aislado. 
 Caracterizar por técnicas cualitativas y espectroscópicas de RMN el o los compuesto 
aislados del extracto de Campanula medium con efecto vasorelajante. 
 Determinar la participación de segundos mensajeros, receptores y canales iónicos en el 
mecanismo vasorelajante inducido por el compuesto activo aislado del extracto de 
Campanula medium.  
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2. MARCO TEÓRICO 
 
2.1 Definición  
La Hipertensión arterial (HTA) se define como una afección en la cual la presión de los vasos 
sanguíneos es continuamente alta y se puede clasificar en esencial primaria y secundaria, solo 
el 5% de la población presenta hipertensión secundaria asociada a enfermedades renales, por 
otro lado, el 95% de los pacientes que presentan HTA esencial se considera de origen 
multifactorial, está determinada genéticamente por una variación alélica en los genes 
involucrados en la absorción renal de sales. Factores ambientales, estilo de vida y alimentación 
están asociados en el desarrollo de esta enfermedad (Beevers y col. 2007; Lifton y Geller, 2001). 
Se considera un individuo hipertenso cuando presenta valores superiores de presión arterial 
sistólica de 140 mmHg y presión arterial diastólica de 90 mmHg, A estos valores se le asocia el 
doble de riesgo cardiovascular en comparación con valores que caracterizan un individuo 
normotenso. (Mancia, 2005).  Cuanto más alto es la tensión arterial más tiene que trabajar el 
corazón para bombear la sangre, si no se controla puede ocasionar infarto de miocardio, 
hipertrofia ventricular, insuficiencia cardiaca; afectar los vasos sanguíneos, puede causar 
insuficiencia renal y entre otras afecciones.  
Una amplia variedad de mecanismos fisiopatológicos están involucrados en el mantenimiento 
de la presión sanguínea, los trastornos de estos pueden resultar en el desarrollo de 
hipertensión. La presión arterial depende del equilibrio entre el gasto cardiaco, como cantidad 
de sangre bombeada por el corazón y la resistencia vascular periférica (Raman, 2006).  La 
resistencia periférica está determinada principalmente por la parte distal de la vasculatura 
arterial, que consiste en las arterias pequeñas (arterias con diámetro, 300 mm) y las arteriolas 
(las arterias que conducen a los capilares). El espacio arterial es en buena medida donde se 
controla la presión arterial, por lo que es el principal órgano blanco de las alteraciones asociadas 
a la HTA (Diamond, 2005). 
2.2 Epidemiología  
En el mundo, las enfermedades cardiovasculares (ECV) causan cerca de 17 millones de 
muertes anuales entre ellas enfermedades de hipertensión y accidentes cardiovasculares (ACV) 
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generando 9,4 millones de muertes. La región de América Latina y el caribe se observa una 
prevalencia del 35%. Países de Sudamérica como Argentina, Chile, Colombia y Brasil, se 
estima que las enfermedades cardiovasculares son una de las principales causas de 
morbimortalidad, consideradas como una enfermedad de relevancia epidemiológica. (OMS. 
2013). En la actualidad, las enfermedades de isquemia cardiaca (CAD), accidente 
cerebrovascular (ACV), diabetes y enfermedades hipertensivas durante 30 años han ocupado 
los primeros puestos dentro de las diez principales causas de mortalidad en Colombia. La 
hipertensión representar uno de los grandes problemas de salud pública por su prevalencia en 
sociedad Colombiana un aumento en la población mayor; personas de 18 a 69 años. 
Considerado como un factor de riesgo primario, siendo esta la enfermedad más tratada en los 
últimos años. (Salud, M. d. 2018) 
2.3 Fisiopatología 
2.3.1 Gasto Cardiaco  
El GC puede aumentar por aumento del volumen sanguíneo (precarga), de la contractilidad del 
corazón por estimulación nerviosa y de la frecuencia cardíaca (Maicas y col. 2003). La 
hipertrofia cardíaca, mecanismo compensador del aumento de postcarga en la hipertensión, 
podría constituir también una respuesta primaria a la estimulación nerviosa reiterada y 
convertirse en mecanismo desencadenante (Maicas y col. 2003). Aunque el aumento de la 
volemia (precarga) puede generar hipertensión, hay una alteración cuantitativa de la relación 
presión-volumen en la hipertensión primaria (Maicas y col. 2003). 
2.3.2 Resistencia periférica  
El tono vascular está determinado por múltiples factores: aquellos que producen constricción 
funcional (alteración de la membrana celular, hiperactividad nerviosa simpática, factores 
derivados del endotelio) y los que originan hipertrofia estructural (alteración de la membrana 
celular, hiperinsulinemia, factores derivados del endotelio) (Maicas y col. 2003). La principal 
causa de hipertensión, el aumento de la resistencia periférica, reside en el aumento del tono 
vascular de las arteriolas distales de resistencia, de menos de 1 mm de diámetro (Maicas y col. 
2003). 
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2.3.3 Actividad del sistema nervioso simpático 
El SNS es un mediador clave de los cambios agudos en la presión arterial y en la frecuencia 
cardíaca y también puede contribuir de forma importante en la iniciación y mantenimiento de la 
hipertensión arterial en la hipertensión primaria y secundaria (Maicas y col.  2003). Dos arcos 
nerviosos reflejos principales participan en la regulación de la HTA: los barorreceptores de alta 
y baja presión envían sus señales hasta el centro vasomotor que, a su vez, a través de los 
nervios parasimpáticos y simpáticos actúa sobre el corazón y el árbol vascular. El barorreflejo 
arterial amortigua rápidamente los cambios bruscos en la presión arterial (Maicas y col.  2003). 
La mayor liberación de adrenalina y noradrenalina en individuos con hipertensión arterial 
esencial provoca de forma secuencial aumento de la secreción de renina, en primer lugar, luego 
disminuye la excreción de sodio urinario al aumentar la reabsorción tubular y, finalmente, 
disminuye el flujo sanguíneo renal y la tasa de filtrado glomerular (Maicas y col.  2003). 
La resistencia vascular puede verse afectada por alteraciones funcionales estructurales y 
mecánicas de las arterias. Los cambios funcionales incluyen mayor reactividad vascular a 
agentes vasoconstrictores, disminución de la vasodilatación, alteración de las células del 
musculo liso vascular y disfunción endotelial. Entre las alteraciones estructurales más 
destacadas, incluyen diámetro de lumen reducido y engrosamiento de las paredes, cambios en 
el crecimiento de las células musculares lisas. Mientras que los cambios mecánicos incluyen 
rigidez y distensibilidad por cambios de contenido de colágeno (Korner, Touyz, 2003). Y 
cambios celulares: Cambios en la morfología de la célula endotelial que influye en la 
permeabilidad de la microcirculación, la alteración en el transporte de metabolitos y el daño a 
órganos-diana (Maicas y col. 2003). 
2.4 Mecanismo contráctil en la musculatura lisa  
El sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) (Figura 1) es uno de los principales 
sistemas hormonales que influyen en la presión arterial. La contractibilidad de la musculatura 
lisa vascular es aumentada cuando la renina es segregada en respuesta a la perfusión 
glomerular, ingesta reducida de sal o estimulación del sistema nervioso simpático (SNS) que 
libera catecolaminas como norepinefrina. La renina segregada aumenta los niveles de 
Angiotensina I (Ang I) que es una sustancia fisiológicamente inactiva, ECA; la enzima 
convertidora de angiotensina produce su conversión a angiotensina II (Ang II) quien es un 
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vasoconstrictor potente que conduce al aumento de la presión arterial. La Ang II estimula la 
liberación de aldosterona y esta causa la retención de líquidos y aumento de concentración de 
sales como sodio, dando como resultado un mayor aumento de la presión arterial. (Beevers, 
2007). Se han descrito múltiples subtipos de receptores para AII (AT1, AT2, AT4) todas las 
acciones características de la AII son mediadas por el receptor AT1. El receptor AT1, se 
encuentra en los vasos y en muchos otros sistemas orgánicos. El receptor AT2 es mucho más 
prevalente durante la vida fetal, aunque se expresa en bajas concentraciones en riñón, corazón 
y vasos mesentéricos. Es probable que estimule la vasodilatación por la vía de la bradicinina y 
el ON (Maicas y col. 2003). 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figura 1. Diagrama Sistema renina-angiotensina-aldosterona. ECA: enzima convertidora de 
angiotensina. Información tomada de (Beevers, 2007). 
 
Ang II, Norepinefrina y Endotelina I son los principales agonistas vasoconstrictores implicados 
en la hiperreactividad vascular en la hipertensión.  La vasoconstricción por estos agonistas, se 
atribuye a un aumento en la concentración de calcio (Ca2+) libre en el citoplasma mediado por 
receptores acoplados a proteínas Gq, activando la maquinaria contráctil del musculo liso 
vascular (Touyz, 2003) (Figura 2). Los receptores de los agonistas mencionados, están 
acoplados a la proteína G que estimula la actividad de la fosfolipasa C, esta enzima es 
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específica para los lípidos de membrana fosfatidilinositol-4,5-bifosfato. Al ser activada se 
produce la cadena fosfadilinositol que cataliza la formación de dos potentes segundos 
mensajeros, inositol trifosfato (IP3) y diaglicerol (DAG) (Somlyo, 1994; Webb, 2003). La unión 
de IP3 a los receptores del retículo sarcoplásmico da como resultado el aumento de la 
concentración Ca2+ en el citosol. También se activa la proteína quinasa C (PKC) que tiene 
efectos promotores de la contracción como la fosforilación de los canales de Ca2+ tipo L (Webb, 
2003).  
 
Figura 2. Mecanismo de vasoconstricción en células del músculo liso, vías de señalización 
intracelular: Principales receptores acoplados a proteína G y ligandos que los activan. 
Información tomada de: (Touyz, 2003), (Webb, 2003). 
 
El calcio que viene del retículo endoplasmático forma un complejo con la proteína acídica 
calmodulina. Este complejo activa la cinasa de cadena ligera de miosina (MLCK) y fosforila la 
cadena ligera de miosina, produciendo la contracción. Por otro lado, la relajación resulta de la 
desfosforilación de la cadena ligera de miosina, por la MLCP (Webb, 2003; Somlyo 1997). El 
aumento de Ca2+ es transitorio, y la respuesta contráctil se mantiene por inhibición de la 
actividad de la MLCP por Rho quinasa (RhoA). Este mecanismo se inicia al activarse la 
fosfolipasa C, e implica la activación de la proteína RhoA de unión a GTP (Rhoa-GTP) (Touyz 
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2003; Webb, 2003) Este probablemente constituya a un importante mecanismo subyacente al 
aumento de la contractibilidad vascular en la hipertensión (Somlyo, 1997). 
2.5 El endotelio vascular 
El endotelio es considerado un verdadero órgano de regulación vascular, implicado en 
procesos vasoactivos, metabólicos e inmunes, a través de la síntesis y liberación de numerosos 
agentes (Maicas y col. 2003). La superficie endotelial es expuesta a factores humorales y físicos 
constantemente, sirve como sensor y transductor de señales, pero más importante aún actúa 
como un efector que provoca respuestas biológicas a través de la activación y liberación de 
sustancias involucradas en el cambio del tono vascular, causando vasodilatación como el óxido 
nítrico (NO) y las prostaciclinas (PGI2) (Geneser 1991; Humar y col., 2005).  
En 1980 Furchgott y Zawadski descubrieron el papel fundamental del endotelio como 
regulador de la vasodilatación, y describen por primera vez la relajación del musculo liso 
vascular dependiente de endotelio. Demostraron que anillos arteriales previamente contraídos 
se podían relajar en respuesta a la activación de los receptores muscarínicos por la acetilcolina 
sólo si las células endoteliales estaban intactas, lo que sugería que esta estaba mediada por 
alguna sustancia derivada de endotelio (EDRF) que posteriormente se demostró que era NO 
(Vanhoutte, 1986). Las principales sustancias vasoactivas derivadas del endotelio que actúan 
como mecanismos de regulación: 
2.5.1 Óxido nítrico 
El óxido nítrico (ON) es un vasodilatador producido por el endotelio en respuesta a hormonas 
vasoconstrictoras, siendo fundamental su contribución en el mantenimiento de la PA (Maicas y 
col. 2003). El NO es un radical libre que difunde con facilidad a través de la membrana celular. 
Después de la difusión desde el endotelio al musculo liso vascular, NO aumenta los niveles 
intracelulares de la guanosina monofosfática cíclica (GMPc) por la activación de la enzima 
guanilato ciclasa el GMPc disminuye el calcio citosólico produciendo la relajación (Spieker y 
col., 2000), (Figura 3). El NO es sintetizado principalmente por la enzima óxido nítrico sintasa 
endotelial (eNOs) a partir de L-arginina. La síntesis de NO depende de la unión de la NOS a la 
proteína calmodulina, requiere un aumento de Ca2+ intracelular. (Corson y col, 1996). La síntesis 
de NO es activada por diversos factores, como respuesta al estrés oxidativo y a la activación 
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de una variedad de receptores (Figura 3). Que pueden evocar en la célula del musculo liso un 
efecto vasoconstrictor o un efecto vasodilatador.  
2.5.2 Ion superóxido 
El ON puede eliminarse por medio del O2-, formando peroxinitrilo, reduciendo así la 
biodisponibilidad del ON. Las circunstancias que provocan un aumento del O2- pueden ser 
negativas por varias razones, en primer lugar, por eliminar los efectos beneficiosos del ON y 
por otro, por los efectos nocivos del peroxinitrilo. Varios estudios han demostrado que el O2-
puede actuar como vasoconstrictor (Maicas y col. 2003). 
2.5.3 Endotelina 
 La endotelina-1 (ET-1) ejerce su efecto vasoconstrictor a través de la activación de los 
receptores ETA, por el contrario, los receptores ETB endoteliales median la vasodilatación a 
través de la liberación del NO y PGI2.  (Spieker y Lüscher, 2005). El ácido araquidónico, 
acetilcolina (ACh), histamina o serotonina puede evocar contracciones dependientes del 
endotelio que están mediados por tromboxano A2 o prostaglandina H2. Estos contrarrestan el 
NO y la PGI2.  
2.5.4 Prostaglandinas 
La PGI2 es un factor de relajación derivado de endotelio adicional que es liberado por estrés 
oxidativo, este es sintetizado por la enzima COX, a partir de ácido araquidónico.  PGI2 aumenta 
el AMPc intracelular en las células del músculo liso a través de la activación del adenilatoato 
ciclasa (AC) por la proteína G acoplada a un receptor (Lüscher, 1995) que es activado por 
agentes vasoactivos como ACh, bradiquinina (BK), trombina (Thr) que evocan la liberación del 
NO y producen la vasorelajación de la musculatura lisa (Spieker y Lüscher, 2005). Los aumentos 
de niveles de AMPc, activan la proteína cinasa A (PKA) esta disminuye la sensibilidad de la 
captación de calcio y por lo tanto disminuye la contractibilidad en la célula del musculo liso. 
(Maguire y col. 2005). 
La prostaglandina E2 y la prostaciclina (PGI2) son vasodilatadoras, reducen la liberación de 
noradrenalina por el SNC, atenúan la respuesta vasoconstrictora de la angiotensina II y otros 
vasoconstrictores y, además, facilitan la eliminación renal de sodio y de agua (Maicas y col. 
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2003).  Las prostaglandinas H2, F2 y el tromboxano A2 estimulan la contracción de las células 
musculares lisas. A nivel renal producen vasoconstricción y retención de sodio y agua (Maicas 
y col. 2003). 
La conversión de L-arginina a NO puede ser inhibida por falsos sustratos de la NO sintasa 
como lo es L-NG-monometil arginina citrato (L-NMMA) o L-NAME. Dado que hay una liberación 
basal continua de NO que determina el tono de los vasos sanguíneos periféricos sistémicos, la 
inhibición de la síntesis de NO provoca un aumento en la presión arterial (Spieker y col., 2000). 
Pero estos inhibidores no previenen todas las relajaciones dependientes de endotelio. Bajo 
estas condiciones las células están hiperpolarizadas y se ha propuesto un factor 
hiperpolarizante derivado de endotelio (EDHF) con estructura química desconocida, que actúa 
a través de un canal de potasio calcio dependiente (Canal K+ Ca2+) (Spieker y col. 2000). 
Figura 3. Mecanismos de vasodilatación directa e indirecta en células de músculo liso, vías de 
señalización intracelular: Principales receptores acoplados a proteína G y ligandos que los 
activa. Información tomada de: (Spieker y col., 2000) 
2.6 Disfunción endotelial y estrés oxidativo 
 El termino disfunción endotelial indica que ya sea en condiciones basales o luego de 
estimulación, el endotelio no cumple sus funciones.  Una menor biodisponibilidad de óxido 
nítrico (NO), una alteración en la producción de prostanoides, un deterioro de la 
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hiperpolarización dependiente de endotelio, así como una mayor liberación de ET-1, pueden 
estar asociados a contribuir a la disfunción endotelial. Sin embargo, la menor biodisponibilidad 
de NO, causada por una disminución en su síntesis o un aumento de la velocidad con que se 
degrada, constituye el fenómeno más temprano y la característica más importante de disfunción 
endotelial (Lüscher y Noll. 1995; Sainani, 2004). 
Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son importantes moléculas de señalización celular 
pero estas moléculas pueden promover desórdenes que pueden conducir a la hipertensión. El 
estrés oxidativo vascular ha sido propuesto como el mecanismo intracelular involucrado en la 
patogenia de la disfunción endotelial, que resultan en menor biodisponibilidad de NO y 
conducen a la hipertensión. La formación de ROS resulta principalmente de la activación de la 
enzima NADPH-oxidasa, que es activada por estiramiento mecánico, por lo tanto, es posible 
que el estiramiento causado por la hipertensión incremente la formación de O2. (Spieker y col. 
2000). 
2.7 Participación de los receptores acoplados a proteína G en el musculo liso vascular 
Los receptores acoplados a proteína G junto con la disfunción del sistema endotelio vascular 
pueden dar lugar a un cambio en el equilibrio de vasodilatación y vasoconstricción, 
posteriormente hipertensión y remodelación vascular que pueden contribuir a enfermedades 
como la aterosclerosis. Los receptores acoplados a proteína G de clase 1 son el principal 
objetivo para casi la mitad de todos los medicamentos actualmente disponibles, tales drogas 
incluyen antagonistas del receptor de angiotensina II y antagonistas del β-adrenoreceptor 
(Maguire y Davenport, 2005).   
Los receptores acoplados a proteína G asociados a células musculares lisas vasculares se 
dividen en tres principales familias: Gi/o, G11/12, Gq/11 y estas familias se subdividen según la 
estructura del ligando que se unen al ser activados. En los vasos sanguíneos hay tres tipos: Los 
vasoconstrictores que se acoplan y actúan directamente en el musculo liso (Figura 3), los 
vasodilatadores que actúan directamente en el musculo y los vasodilatadores que actúan de 
manera indirecta a través del endotelio vascular (Figura. 3) (Manguire y Davenport, 2005). La 
(figura 2) resume las respuestas vasoactivas funcionales predominantes por la activación de los 
receptores acoplados a proteína G en los vasos sanguíneos.  
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2.7.1 Adrenoreceptores  
En 1948 Ahlquist demuestra por primera vez la existencia de dos subtipos de receptores 
adrenérgicos. El α-adrenoreceptor y los β-adrenoreceptores. Ambos receptores para 
catecolaminas endógenas epinefrina y norepinefrina y se encuentran ampliamente distribuidos 
en el sistema cardiovascular. 
Los α1-adrenoreceptor median la vasoconstricción, están principalmente acoplados a la 
proteína G, que estimula la actividad de la fosfolipasa C, esta enzima promueve la hidrolisis de 
fosfatidinositol bifosfato produciendo IP3 y DAG, moléculas que actúan como segundos 
mensajeros que median la liberación de Ca2+ intracelular y activando la proteína quinasa C 
(García y col. 2000). Por otro lado, los α2-adrenoreceptores están predominantemente 
acoplados de manera inhibitoria a la proteína GTP inhibiendo la actividad de adelil ciclasa 
disminuyendo AMPc y activando los canales de K+, inhibiendo la apertura de los canales voltaje 
dependientes de Ca2+ (Serafim y Goura, 2001). 
En cuanto a los β-adrenoreceptores, a la fecha se reconocen tres subtipos (β-ar1, β-ar2, β-
ar3) En el sistema cardiovascular los β-ar1 se encuentran predominantemente en el corazón 
donde aumentan la frecuencia cardiaca y la fuerza de contracción (inotropia positiva) además 
de aumentar la tasa de relajación. Por otro lado, β-ar2 se localizan en las células del musculo 
liso donde causan vasodilatación, y en las plaquetas donde inhiben la agregación plaquetaria. 
También se encuentran en las células endoteliales vasculares y en menor grado en el miocardio, 
donde los efectos de estimulación de β-ar2 son similares a β-ar1. Causando indirectamente la 
vasodilatación (Queen y Ferro 2006). Existe evidencia de la existencia de β-ar3 en el corazón 
humano que puede inhibir la contractilidad miocárdica a través de un mecanismo NO-GMPc, 
aunque en la actualidad la relevancia fisiológica sigue siendo baja y no hay confirmación al 
respecto (Gauthier, 1998). 
2.7.2 Receptores Muscarínicos 
Los receptores muscarínicos se dividen principalmente en 3 subtipos (M1, M2 Y M3).  
En general los receptores M3 median la relajación endotelio-dependiente mientras que la 
contracción puede ser mediada vía diferentes subtipos. La vasorelajación también puede ser 
mediada por mecanismos endotelio-independiente, pero esto depende de la locación anatómica 
del vaso. Se ha reportado la vasorelajación mediada por M3 en aortas de ratas hipertensas 
(Boulanger y col. 1994) y también en arterias pulmonares humanas (Norel y col. 1996). Por otro 
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lado, en vasos aislados del pulmón de rata el receptor M1 Y M2 median indirectamente y 
directamente la vasodilatación. (Wilson y col. 1995) Por otro lado M1 y M2 generalmente median 
directamente la contracción en las células musculares lisas vasculares. La acetilcolina puede 
contraer y relajar el tejido vascular pero esta principalmente actuando mediante el incremento 
de factores relajantes derivados de endotelio como el NO.  
La vía de señalización para los receptores muscarínicos puede ser principalmente por 
hidrolisis de fosfoinositol. También inducen relajación directa en el musculo liso por la apertura 
de los canales de potasio. La literatura evidencia que los receptores muscarínicos pueden ser 
modulados por la actividad de la adenilatoil ciclasa resultando también en un efecto 
vasorelajante. (Eglen y col. 1996) 
En el tejido vascular el rol más importante de los receptores muscarínicos M3 es aumentar 
la producción de óxido nítrico, el factor relajante derivado de endotelio, también activar el factor 
hiperpolarizante derivado de endotelio u otros agentes que evoquen la relajación del musculo 
liso (Eglen y Whithing 1990). En el endotelio estos receptores están acoplados a la adenilato 
ciclasa. La contracción en el musculo liso que involucra a los receptores muscarínicos se dan 
vía guanina un nucleótido unido a la proteína G que estimula PLC e induce la generación de los 
segundos mensajeros IP3 y DAG, lo que resulta en un incremento de Ca2+ intracelular que sale 
del retículo sarcoplásmico evocando la contracción, pero también inicia otras vías de 
señalización que incluyen la estimulación de adenilato ciclasa y guanilato ciclasa. (Eglen y col. 
1996). 
2.7.3 Receptores purinérgicos 
Los nucleótidos extracelulares también están implicados en la activación de eNOS, 
incrementando la generación del NO y evocando la vasodilatación. Los nucleótidos 
extracelulares funcionan como mediadores paracrinos o autocrinos activando los receptores 
purinérgicos P2 en las células de la musculatura lisa.  Estos receptores están clasificados en 
dos principales grupos P2X, ligados a canales iónicos y P2Y receptores acoplados a proteína 
G. 7 y 8 subtipos respectivamente han sido caracterizados a la fecha. (Gonçalves y col. 2009) 
Los P2X facilitan la entrada de calcio extracelular, mientras que la activación de los receptores 
P2Y resulta en la captación de Ca2+ por los compartimientos intracelulares.  Otra diferencia 
radica que los P2X son activados únicamente en por ATP mientras que los P2Y son activados 
por ATP, ADP, UDP, UTP. Específicamente las células endoteliales expresan P2Y1, P2Y2, 
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P2Y4, P2Y6 y P2Y12 (Wang y col. 2002). Resultados han demostrado que los nucleótidos ATP, 
UTP y ADP inducen la fosforilación de eNOS activando la enzima y produciendo NO en las 
células endoteliales y con ello evocando una respuesta vasorelajante en la musculatura lisa. 
(Gonçalves y col. 2009) 
2.8 Función de los canales de potasio y su relación con la Hipertensión Arterial 
Existen tres principales canales de potasio asociados con la función vascular, Canales de 
potasio dependientes de voltaje (K+V) los canales de potasio dependientes de ATP (K+ATP) y los 
canales de potasio dependientes de calcio. (K+Ca2+) cuando estos se abren, producen la 
hiperpolarización, el cierre de los canales dependientes de voltaje de calcio, disminuyendo la 
entrada de calcio y produciendo la vasodilatación.  Los K+V se activan por la despolarización de 
la membrana y cumplen una importante función de amortiguación contra la despolarización y 
vasoconstricción.  Se ha demostrado que NO, y GMP pueden activar los K+V (Sobey, 2000) 
Mientras que los K+ATP son inhibidos por ATP intracelular, pero estímulos vasodilatadores 
endógenos, como hipoxia, acidosis, y mediadores que aumentan los niveles intracelulares de 
AMPc (por ejemplo, adenosina, prostaciclina y norepinefrina), también pueden activar estos 
canales. Los canales K+ Ca2+ pueden ser activados por vasodilatadores que aumentan los niveles 
intracelulares de AMPc y GMPc. También los aumentos focales de los niveles de calcio en el 
subsarcolema debido al calcio liberado a través de los receptores de rianodina en el 
sarcoplasma tienen un papel en la regulación de estos canales y por lo tanto en el tono vascular 
(Sobey, 2000). 
2.9 La investigación de productos naturales en el tratamiento de la Hipertensión Arterial 
Los modelos de ensayos que consisten en tejidos aislados como, anillos vasculares, han 
demostrado ser eficientes en la evaluación de extractos fracciones y compuestos naturales, 
siendo posible estimar su potencial terapéutico y hacer aproximaciones importantes sobre su 
mecanismo de acción farmacológica (Guerrero, 2009). Protocolos ya han sido establecidos para 
la estabilización y evaluación de la viabilidad del tejido en el baño de órgano aislado, como lo 
exponen Kenakin (1984) y Jespersen (2015). También un diverso grupo de fármacos 
vasodilatadores útiles ha demostrado tener actividad en ensayos con anillos de aorta. Se han 
presentado diversos trabajos con protocolos reportados para bloqueadores de receptores alfa 
(Catret y col., 1998) bloqueadores de receptores serotinérgicos y adrenérgicos (Tsuchihashi y 
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col. 1987) bloqueadores de canales de calcio (Polster y col., 1990) activadores de la enzima 
guanilato ciclasa (Yu y Kuo. 1995) y la evaluación de la participación del endotelio en la 
relajación (Spokas y col. 1983). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Clasificación de compuestos vasodilatadores obtenidos de plantas acorde de su 
naturaleza quimica. Extraido de Vazquez y col (2013). 
 
Los metabolitos secundarios aislados de plantas, han demostrado tener efecto 
antihipertensivo. El trabajo realizado por Vázquez y col. (2013) presenta una revisión de los 
pasados 22 años de compuestos derivados de plantas con actividad vasodilatadora, 
específicamente se enfocan en los compuestos en los que su actividad involucra mecanismos 
de acción asociados con el endotelio vascular. Clasificaron los compuestos de acuerdo a su 
naturaleza química, encontrando que la mayoría de los compuestos con actividad 
vasodilatadora son alcaloides, flavonoides y terpenoides (Figura 4). El análisis de los 
mecanismos de acción de estos compuestos revelo que un número significativo de compuestos 
está involucrado en dos o más mecanismos vasodilatadores y que la mayoría de estos 
compuestos requieren de la participación del endotelio para tener efecto vasorelajante. El 
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mecanismo de acción más frecuente presentado fue la activación de la vía NO/GMPc, el 
bloqueo de los canales de Ca2+ y la activación de los canales de K+. (Vázquez y col. 2013). 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Estructura del Ostole aislado de Angelica pubescens. (Ko y col. 1992). 
 
Ko y col. (1992) describieron el efecto farmacológico terapéutico que tenían las cumarinas, 
el ostole el principio activo aislado de Angelica pubescens (Figura 5) demostró tener una 
actividad vasorelajante frente anillos precontraídos con norepinefrina, cuya respuesta no se vio 
inhibida por indometacina y era conservada la actividad vasorelajante aun cuando los anillos 
eran desprovistos de endotelio. Se afirmó que el ostole intervenía en la acción de la GMPc 
elevando su actividad y bloqueando los canales de Ca2+. 
Los flavonoides han demostrado tener un efecto vasorelajante en el musculo liso de aortas 
de rata. En 1993 Duarte y col. Demostraron que el principal mecanismo vasodilatador de los 
flavonoides estaba relacionado con la inhibición de la PKC, del AMPc o la disminución de la 
captación de Ca2+. Más adelante (Ajay y col. 2003) presentan en su trabajo el efecto de las 
diferentes subclases de flavonoides en aortas de rata. Probando que el efecto vasorelajante de 
estos implicaba una liberación de óxido nítrico y prostaglandinas derivadas del endotelio, 
adicionalmente encontraron perdida en la respuesta vasorelajante al inhibir los 
adrenoreceptores. También afirman la intervención de los flavonoides en la afluencia y 
liberación de calcio intracelular.  
Por otra parte, ese mismo año, ( Fitzpatrick y col. 1993) Evaluaron el efecto del ácido tánico 
y la quercetina (Figura 6) aislados a partir de vinos, jugos de uva y extractos de piel de uva y 
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encontraron que tenían una relajación dependiente de endotelio. Mientras que el resveratrol y 
malvidina no presentaron ningún efecto.  
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Estructura de la quercetina (Fitzpatrick y col. 1993). 
Los extractos aumentaron los niveles de GMPc y este efecto fue revertido por la presencia 
de inhibidores del óxido nítrico. Luego (Andriambeloson y col.; 1998) investigaron estos 
principios activos producidos por el vino que respaldaban la relajación endotelial dependiente 
de óxido nítrico, encontrando que las fracciones enriquecidas en antocianinas y taninos 
exhibieron la mayor actividad vasorelajante dependiente de endotelio, mientras que los 
derivados de ácido fenólico, ácido hidroxicinamico o las clases de flavonol no indujeron este 
tipo de respuesta.  
Los diterpenos han sido estudiados en múltiples ocasiones y han demostrado tener un efecto 
vasorelajante, varios mecanismos de acción han sido propuestos para explicar su actividad 
vasodilatadora. En 1974 se descubrió un diterpeno procede de las raíces del Coleus forskohlii 
planta originaria de Asia ampliamente utilizada desde tiempos ancestrales por la medicina 
ayurvédica para el tratamiento de la hipertensión, la insuficiencia cardíaca congestiva, el asma 
y otras patologías. Los estudios clínicos de la planta y de la forskolina corroboran sus usos 
tradicionales. La forskolina aumenta los niveles de AMPc y las acciones mediadas por este 
nucleótido, por activación del enzima AC (Shariq, 2013). 
Campanula medium (Campanulaceae) comúnmente conocido como campanilla de 
“caterbury”, “farolillos” o “pucheritos” es una planta bienal erecta y ramificada que alcanzan 
hasta 2m de altura. Es una especie nativa de las regiones templadas del Sur de Europa, 
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introducida y cultivada en algunas regiones tropicales. El género incluye unas 1566 especies 
descritas pero solo 425 aceptadas.  Existen algunos reportes que indican que preparaciones 
acuosas en la medicina tradicional Rusa e Italiana se usan para tratar la epilepsia, las 
enfermedades nerviosas, la tos, el dolor de cabeza, el reumatismo y la inflamación (Ozaki 1995; 
Tada et al. 1995). En el screening farmacológico de extractos de plantas con efectos 
cardiovasculares del laboratorio de Fisiología Celular del Instituto Venezolano de 
Investigaciones Científicas se encontró que el extracto etanólico de C.medium produce un 
efecto vasorelajante en anillos de aorta de rata de forma dependiente de la concentración, por 
este motivo se decidió estudiar este efecto farmacológico y aislar el o los compuestos 
responsables de este efecto. Existen pocos reportes la literatura acerca de la composición 
química de estas plantas. Particularmente de Campanula barbata y Campanula lactiflora han 
sido aislados flavonoles glicosilados, esteroles glicosilados y derivados de ácido cafeico 
glicosilados, compuestos a los cuales no se les ha comprobado aun efecto cardiovascular 
(Figura 7).  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Metabolitos secundarios aislados del género Campanula. 
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3. METODOLOGÍA 
 
Figura 8. Diagrama de la metodología Campanula medium. Fuente: las autoras. 
 
3.1 Material vegetal 
El material fue recolectado en la plaza de mercado popular de Paloquemao en el Departamento 
de Cundinamarca, Ciudad de Bogotá D.C; Colombia. La especie fue identificada en el Instituto 
Venezolano de Investigaciones Científicas (IVIC), por el Botánico Ángel Fernández del Centro 
de Biofísica y Bioquímica (CBB) con número de registro: Jeidy Nuñez y Yandi Escobar s/n. El 
material vegetal reposa en el herbario del (CBB) (Figura 8). 
 
3.2 Preparación del extracto etanólico de Campanula medium 
La obtención del extracto etanólico fue realizada mediante la técnica de percolación de hojas y 
flores, se tomaron 100g del material vegetal en una solución de Etanol al 96% en frio durante 
72 horas. El extracto fue llevado a presión reducida o filtración al vacío en un evaporador 
rotatorio Marca Heidolff, hasta ser reducidos, finalmente almacenados y protegidos de la luz 
(Figura 8). 
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3.3 Ensayo Biodirigido   
El esquema general del ensayo biodirigido (figura 9) que se llevó a cabo para la evaluación de 
la actividad vasorelajante del extracto etanólico de Campanula medium. Se aprecian las 
técnicas fitoquímicas de fraccionamiento, aislamiento y caracterización del compuesto activo, 
mientras que en el color lila se colocan los puntos en donde se realizó la evaluación de la 
actividad vasorelajante mediante la técnica de órgano aislado. 
 
Figura 9. Esquema general del ensayo biodirigido de C.medium. Fuente: las autoras. 
3.3.1 Fraccionamiento y aislamiento de los compuestos activos del extracto 
etanólico de Campánula médium 
3.3.1.1 Método de solubilidad por solventes orgánico. 
Para el fraccionamiento por cada gramo del extracto etanólico de Campanula medium 
pesado se añadió 200 mL de mezcla metanol: agua (1:1) a temperatura ambiente, 
posteriormente se colocó en ultrasonido por 30 minutos y se dejó reposar. De este 
procedimiento se obtuvo una fracción soluble y una fracción no soluble denominada E1. 
Posteriormente se filtró y la fracción soluble  se le evaporó el solvente a presión reducida 
en el evaporador rotatorio y se le agrego 200 m L de acetona obteniéndose un residuo 
marrón denominado E3 y una solución de color amarillo la cual se evaporo a presión 
reducida y se obtuvo un sólido amarillo denominado E2. Este procedimiento se realizó tres 
veces. (Figura 10).   
MeOH/H2O: 200mL 
Acetona: 200mL 
Metanol 
Acetonitrilo: Acido 
fórmico0,1%: 7:3 
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Figura 10 Método de solubilidad en solvente orgánico. Fuente: las autoras. 
3.3.1.2 Cromatografía de capa fina (CCF) 
3.3.1.2.1 Para el extracto y fracciones: Se utilizaron placas cromatográficas base de 
vidrio sílica gel RP-18 marcadas con el indicador fluorescente F254S como fase estacionaria.  
El sistema de elusión estuvo formado por una mezcla de Acetonitrilo: Acido fórmico 0.1%. 
Las placas fueron reveladas con sulfato cérico al 10% (solución saturada de sulfato cérico 
en H2SO4 concentrado) en metanol. Para luego colocar a una temperatura de 100° C y 
fueron observadas a luz ultravioleta a longitud de onda de 254 nm. 
3.3.1.2.2 Para separar los compuestos de interés: Cromatografía de columna Sephadex 
LH-20 y RP-18. Se emplearon las resinas Sephadex LH20 de la Marca Sigma-Aldrich y 
RP18 en columnas de marca RediSep® Rf Reversed-phase C18 para cromatografía de 
baja presión.  
3.3.1.3 Caracterización de los compuestos aislados por pruebas cualitativas 
La caracterización del compuesto por pruebas cualitativas consistió en cambios de 
coloración por uso de reactivos reveladores como sulfato cérico, reactivo de Dragendorff y 
Ácido fosfomolíbdico (Tabla 1). La muestra diluida de los compuestos fue colocada sobre 
placas base de vidrio sílica gel RP-18 marcadas con el indicador fluorescente F254S. Fueron 
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rociadas con los reveladores y calentadas a 100°C. Adicionalmente se observaron bajo luz 
UV con una longitud de onda de 254 nm. 
Tabla 1. Reactivos para la caracterización cualitativa de metabolitos secundarios.  
 
* Solución de Sulfato cérico al 10% (solución saturada de sulfato cérico en H2SO4 
concentrado) en metanol. 
3.3.1.4 Análisis espectroscópicos  
Los compuestos aislados se les realizaron espectros de RMN H-1 y C-13. El análisis de 
RMN se realizó en un equipo Bruker DRX Avance 600 MHz en el laboratorio de RMN del 
Centro de Química del IVIC utilizando como solvente metanol deuterado (MeOD) y 
cloroformo deuterado (CDCl3). 
3.3.2 Evaluación de la actividad vasorelajante 
Para la evaluación de la actividad vasorelajante en aorta, se utilizaron ratas machos y 
hembras de la cepa Sprague Dawley, en edades comprendidas de 3 a 5 meses y de peso 
corporal entre 250 g a 400 g. Fueron provistas por el bioterio central del IVIC. Se mantuvieron 
en el bioterio del Centro de Biofísica y Bioquímica del IVIC bajo condiciones controladas a 
temperatura de 25° C y acceso libre de agua y alimento. 
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3.3.2.1 Ensayo biológico ex vivo, mediante la técnica de órgano aislado 
Para evaluar el efecto vasorelajante del extracto, las fracciones, subfracciones y el 
compuesto, se estableció el protocolo mostrado en la (Figura 11). En este apartado se 
explicará en detalle en que consistió cada etapa. (Anexo 1). 
 
 
Figura 11. Esquema general del protocolo realizado para el ensayo biológico ex vivo, 
mediante la técnica de órgano aislado. Fuente: las autoras. 
 
Una vez evaluada la actividad vasorelajante del extracto de las hojas y flores de C.medium 
(CmXO) Se obtienen las fracciones mediante el método de solubilidad por solvente orgánico. 
Se realizó una TLC (Acetonitrilo: Acido fórmico 2:3) de las fracciones resultantes (E1, E2 y 
E3) y del CmXO. Posteriormente se evaluó la actividad vasorelajante de estas fracciones y 
se eligió la de mayor actividad para luego ser subfraccionada mediante cromatografía de 
columna Sephadex LH-20, a las subfracciones resultantes se les realizara análisis por TLC 
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y se procederá a evaluar la actividad vasorelajante de cada una para elegir la de mayor 
actividad, una vez obtenidos los compuesto aislado de esta subfracción se procederá a la 
caracterización mediante pruebas  colorimétricas, y análisis espectroscópicos de RMN. Se 
evaluará la participación de los elementos mencionados en la (figura 12) En el proceso de 
vasorelajación del compuesto activo que permitió elucidar un posible mecanismo de acción.   
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Elementos evaluados en la participación del mecanismo vasodilatador del 
compuesto activo. Fuente: las autoras. 
3.3.2.2 Consideraciones Éticas 
Para evaluar la actividad vasorelajante de la especie Campanula medium requiere 
necesariamente el uso de modelos experimentales in vivo. El protocolo para la obtención de las 
aortas de rata fue evaluado y aprobado por la Comisión de Bioética para Investigaciones en 
Animales (COBIANIM) en el Instituto Venezolano de Investigaciones Científicas (IVIC) 
(Protocolo 201417, aprobación en noviembre de 2014), de conformidad con el Código de 
Bioética y Bioseguridad (2008) establecido por el Fondo Nacional de Ciencia y Tecnología de 
la Comisión de Bioética (FONACIT), en virtud de la legislación nacional (LOCTI, 2005). 
3.3.2.3 Análisis de los datos 
43 
 
Los datos fueron reportados como la media (promedio de número de anillos) ± error 
media estándar (EEM). En base a la relación entre la concentración utilizada y porcentaje de 
relajación encontrado. Se utiliza como principal herramienta de estadística descriptiva la 
construcción de curvas concentración- respuesta (% De relajación vs. Log [Concentración]), así 
como también el uso de grafico de barras y caja y bigotes, para diferenciar las respuestas entre 
tratamientos en un experimento. De este modo, se pudo utilizar diversos métodos estadísticos 
para la comprobación de diferencias o similitud entre las respuestas obtenidas. Se consideraron 
diferencias estadísticamente significativas para un valor de p ≤ 0.05. El cálculo de la CE50 se 
realizó mediante una regresión no linear, logística. Se utilizó el “best fit value” con un intervalo 
de confianza del 95%. Para los cálculos referentes a competitividad se realizó una regresión de 
Schild y se calculó el valor pA. Estos análisis se llevaron a cabo mediante el software Grahp 
Pad Prism 7.  
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4. RESULTADOS  
 
4.1 Actividad Vasorelajante del extracto etanólico de Campanula medium CmXO 
La actividad vasorelajante del extracto (CmXO), se evaluó adicionando concentraciones 
crecientes en anillos con endotelio (E+) y sin endotelio (E-) precontraídos con fenilefrina a 
1x10-6 M como es observado en la (Figura 13). En anillos con endotelio se observó el mayor 
efecto vasorelajante, alcanzando el 71.7± 5.2 % de relajación a una concentración de 100 
µg/mL del extracto CmXO, exhibiendo un efecto de relajación de manera dependiente de la 
concentración. La remoción del endotelio causa una pérdida de la actividad vasorelajante en 
la preparación alcanzando apenas un 11.2 ± 3,2% de relajación a una concentración de 30 
µg/mL la cual no se modificó hasta la última concentración evaluada de 100 ug/mL.  
 
 
Figura 13. Curva concentración-respuesta del extracto etanólico de Campanula medium 
CmXO en anillos aórticos con endotelio (CmXO E+) y sin endotelio (CmXO E-) pre contraídos 
con FE (1X10-6 M). Cada punto representa el promedio de 5 réplicas ± EEM. 
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4.2 Fraccionamiento del extracto etanólico de Campanula medium CmXO. 
Una vez corroborado el efecto vasorelajante de extracto CmXO se prosiguió al 
fraccionamiento por el método de solubilidad indicado en el (figura 10).  A 1 gr CmXO se le 
añadió 200 mL MeOH/ H2O (1:1) en donde se obtuvieron dos fracciones: una solución de 
color rojo y un sólido verde que denominamos CmE1, la cual corresponde a la fracción de 
compuestos de baja polaridad y que al ser analizada por CCF evidencio una banda 
mayoritaria de color morado al reactivo sulfato cérico lo que indica que contiene compuestos 
de tipo terpenoidales. Daniel, C. (2014). Por otro lado, la solución de color rojo fue llevada a 
sequedad y extraída con acetona, se obtuvieron dos nuevas fracciones, una solución amarilla 
y un sólido marrón insoluble denominada fracción CmE3.  La fracción soluble en acetona fue 
llevada a sequedad a presión reducida obteniéndose un sólido amarillo denominado fracción 
CmE2. La fracción CmE3 al ser analizada por CCF demostró estar conformada por 
compuestos de alta polaridad (Figura 14).  La fracción E2 fue analizada por CCF y evidencio 
la presencia de una banda principal que revelo de color amarillo con el reactivo sulfato cérico, 
indicando que es un compuesto del tipo flavonoide.  
 
 
Figura 14. Fracciones analizadas por CCF. 
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Durante el procedimiento descrito las fracciones fueron filtradas y el solvente evaporado, de 
esta manera se obtuvo el peso en seco y el % de rendimiento del fraccionamiento. Este 
procedimiento se llevó a cabo 2 veces (Tabla 2), en donde el rendimiento siempre fue mayor 
al 90%.  
Tabla 2. Rendimiento del fraccionamiento del extracto etanólico de Campanula 
medium. 
 
 
 
4.3 Actividad vasorelajante de 
las fracciones obtenidas a partir 
del extracto etanólico de Campanula medium CmXO 
Una vez obtenidas las fracciones, se evaluó la actividad vasorelajante de las tres 
fracciones por separado mediante la técnica de órgano aislado. Como se observa en la 
(Figura 14). Las fracciones CmE1 y CmE2 resultaron ser activas y sus efectos vasorelajantes 
son dependiente del endotelio vascular, se observa una relajación concentración-
dependiente hasta 30 µg/mL alcanzando el mayor valor de relajación, 97,7 % ±5,7 para la 
fracción CmE1 y 78,7 % ±10,7 para la fracción CmE2 (Figura 15).  
 
Figura 152. Curva concentración-respuesta de las fracciones CmE1, CmE2 y CmE3 en anillos 
de aorta de rata con E+  precontraídos con FE (1X10-6 M). Cada punto representa n=5 y el 
promedio ± EEM. 
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4.4 Separación e identificación del compuesto activo de la fracción CmE2.  
Continuando con los ensayos biodirigidos, todas las fracciones fueron analizada por 
cromatografía de capa fina en sílica gel RP18 en un sistema de elusión acetonitrilo: ácido 
fórmico en proporción 2:3. El cromatograma obtenido se muestra en la (Figura 16). No se 
observaron bandas aparentes para la fracción CmE1 y la fracción CmE3 presento una 
mancha corrida que presentó una coloración marrón clara con un Rf=0,26. Al ser analizada 
el cromatograma bajo luz UV (254 nm), para CmE1 y CmE3 no se observó fluorescencia 
mientras que para CmE2 se observó una banda principal de Rf 0.66, al ser revelado con 
sulfato sérico esta mancha se tornó de coloración verde-amarilla, indicando la presencia 
de un flavonoide mientras que la banda corrida presentada en la fracción CmE3 no 
presento cambio de coloración. La fracción CmE2, por ser una de las más activas, fue 
separada por cromatografía de columna Sephadex LH-20 utilizando metanol como 
eluyente, de donde se obtuvo 3 subfracciones denominadas A-C, este procedimiento se 
realizó dos veces. La subfracción mayoritaria, CmE2B1, fue llevada a sequedad a presión 
reducida y se obtuvo un sólido amorfo de color amarillo cuyo peso seco fue de 0,131 g.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Cromatogramas de las subfracciones de CmE1, CmE2, CmE3: Fase móvil: 
AcCN/Ac. Fórmico 1.0% (2:3): Revelado con sulfato cérico y la luz UV 255 nm. 
 
El espectro de RMN H-1 del sólido CmE2B1 (figura 17), muestra en la zona aromática 
señales de un compuesto mayoritario entre 6 y 8 ppm con patrón de sustitución característico 
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de un flavonoide tipo quercetina. Se observan en 6.17 ppm y 6.36 ppm dos singletes anchos 
que integran cada uno para 1 protón asignables a las posiciones 6 y 8 del anillo A del núcleo 
del flavonoide. Centrado en 6.82 ppm se observa un doblete con una constante de 
acoplamiento orto de 6Hz, un singlete ancho en 7.68 ppm y un doblete centrado en 7.77 Hz 
con una constante de acoplamiento de 6Hz asignables a los protones 2’,5’ y 6’ 
respectivamente, del anillo B del núcleo del flavonoide. Entre 1 y 5 ppm se observan señales 
características de dos sustituyentes tipo azucares unidos al núcleo del flavonoide. En 5.18 y 
4.98 ppm se aprecian dos señales asignables a dos protones anoméricos; un singlete y un 
doblete con una constante de acoplamiento de 7.8Hz que hacen presumir de dos azucares 
en conformación α y β respectivamente, a campo más alto de observa un doblete que integra 
para tres protones con una constante de acoplamiento de 6 Hz asignable al metilo de una 
ramnosa. El espectro HSQC de CmE2B1 (Figura 18), muestra asociación entre las señales 
de los protones en 5.18 y 4.98 ppm y las señales en 106 y 102 ppm respectivamente lo que 
confirma su asignación como protones anoméricos del flavonoide diglicosilado derivado de 
quercetina. La unión entre los azucares se estableció a través del experimento HMBC, 
(Figura 19). La correlación observada entre la señal en 5.18 ppm y 135 ppm asignable a la 
posición en C-3 del núcleo de flavonoide, indica que uno de los glucósidos está unido a esa 
posición a través del carbono anomérico del primer azúcar y la interacción entre la señal en 
4.98 ppm y la que aparece cerca de 69 ppm que corresponde a un CH2 en el espectro 
DEPT135 indica que entre los azucares hay unión de tipo 1→6. Todo lo anterior indica que 
el sólido denominado por nosotros como CmE2B1 es un derivado de quercetina sustituido 
en posición 3 por un diglicósido.  Al comparar los datos de este compuesto con los reportados 
en la literatura llegamos a la conclusión que CmE2B1 es el flavonoide conocido como Rutina, 
el cual es conocido como quercetina 3-rutinosido, (Figura 20). El flavonoide rutina es 
ampliamente conocido por su efecto vasorelajante (Yang, J., Guo, J., & Yuan, J. 2008). el 
cual es dependiente del endotelio vascular y según la literatura actúa a través de la vía del 
ON, lo cual explicaría el efecto vasorelajante de la fracción CmE2, debido a que este es su 
componente principal y en parte el efecto vasorelajante del extracto etanólico de Campanula 
medium CmXO. 
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Figura 174. Espectro RMN H-1 de CmE2B1. DMSO deuterado.  
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Figura 185. Espectro HSQC de CmE2B1. DMSO deuterado. 
51 
 
Figura 196. Espectro HMBC de CmE2B1. DMSO deuterado. 
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Figura 207. Estructura de solido CmE2B1, conocido como Rutina. 
 
4.5 Separación e identificación del compuesto activo de la fracción CmE1B 
           La fracción CmE1 (0.5 g) fue separada por cromatografía en fase reversa utilizando para 
ello como fase estacionaria una columna LPLC C-18 y como fase móvil una mezcla de etanol-
ácido fórmico 0.1% en proporción 7:3. Los eluatos obtenidos se agruparon con base a su 
comportamiento en CCF en RP18 empleando el mismo sistema de solvente. El análisis por CCF 
evidencio que una fracción contenía un compuesto mayoritario que denominamos CmE1B1 
(0.1g) al cual se evaluó su efecto vasorelajante. Estos experimentos se llevaron a cabo 
únicamente en anillos con endotelio dado que la respuesta vasorelajante en la fracción E1 es 
endotelio dependiente. El compuesto CmE1B1 demostró efecto vasorelajante concentración-
dependiente, ver (Figura 21). La mayor vasorelajación fue de 95,8 % ± 8,2 alcanzada a 30 
µg/mL. Las medias del porcentaje de relajación son independientes dado un p= 0,0054.   
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Figura 21. Curva concentración-respuesta del Compuesto CmE1B1 en anillos aórticos E+ 
precontraído con FE (1X10-6 M). Cada punto representa el Promedio ± EEM de 6 
experimentos. 
 
4.6 Caracterización espectroscópica del compuesto CmE1B1. 
El análisis de CmE1B1 por CCF utilizando como fase estacionaria sílica gel RP-18, ver 
(Figura 16), sugiere que es un compuesto puro debido a que presento una mancha de color 
violeta con el reactivo sulfatocérico y un valor de Rf= 0.70 con el sistema de elusión antes 
mencionado, lo que indica que su estructura de naturaleza terpenoidal. CmE1B1 fue 
analizado con distintos reveladores para ser caracterizado cualitativamente. Frente al 
reactivo de Dragendorff y Acido fosfomolíbdico no evidenciaron ningún tipo de coloración 
característica positiva para compuestos alcaloides, aminas terciarias secundarias o 
derivados de ácido graso. 
En los espectros de RMN C-13 y DEPT135 de CmE1B1 (Figura 22), se observan 20 
señales las cuales se pueden clasificar en: 5 carbonos cuaternarios, 3 carbonos CH, 10 
carbonos CH2 y 2 carbonos CH3 que hacen suponer que CmE1B1 es un diterpeno tipo 
labdano (Hernández, J. 2014). De los carbonos cuaternarios la señal en 183 ppm asignable 
a un carbonilo de ácido carboxílico, dos señales en 70 y 72,5 ppm son asignables a dos CH2 
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unidos a grupos hidroxilo y cuatro señales son atribuibles a dos dobles enlaces; 148, 137, 
118 y 107 ppm, dos de los cuales correspondería a una olefina exociclica y los otros dos a 
una olefina tri-sustituida. Para asignar la estructura más probable para CmE1B1, 
comparamos sus datos espectroscópicos con los reportados en la literatura. (Hernández, J. 
2014).  Para el compuesto Ácido-8(17) ,13(E) –labdien-19-oico el cual es un diterpeno tipo 
labdano sin sustituyentes.  A partir del espectro de RMN C-13 de CmE1B1 se deduce que 
este diterpeno tipo labdano tiene dos grupos hidroxilo en las posiciones 15 y 16, debido al 
desplazamiento a campo alto de las señales de RMN C-13 en el compuesto Ácido-
8(17),13(E)–labdien-19-oico de 113.2 y 115.6 ppm a 70 y 72.5 ppm en el compuesto 
CmE1B1, no se observan mayores modificaciones en las demás señales al comparar ambos 
espectros. De lo anterior se deduce que CmE1B1 es Ácido15, 16-dihidroxi-8(17) ,13(E) –
labdien-19-oico el cual según nuestro conocimiento representa el primer reporte de la 
literatura para este tipo de diterpenoide tipo labdano, la estructura propuesta se observa en 
la (figura 23). 
 
Figura 8. Espectros de RMN C-13 y DEPT 135 del compuesto CmE1B1. Cloroformo 
deuterado. 
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Figura 239. Estructura propuesta para el compuesto CmE1B1. 
 
4.7 Evaluación farmacológica del efecto vasorelajante del compuesto CmE1B1 
Una vez caracterizado el compuesto CmE1B1 e identificado como el compuesto activo de 
mayor actividad vasorelajante aislado a partir del extracto etanólico de Campanula medium 
CmXO se procedió a realizar en los anillos de aorta de rata los ensayos respectivos que 
permitan determinar un posible mecanismo de acción de su efecto vasodilatador. 
Una vez determinado el valor de CE50 de CmE1B1, el cual se realizó a partir de la curva 
concentración-respuesta presentada en la (Figura 25) y cuyo valor es de 12,43 µg/mL con 
un intervalo de confianza del 95%, encontrándose en un rango efectivo de 8,9-15,5 µg/mL. 
Para fines de cálculo práctico y llevar a cabo los próximos ensayos se escogió como CE50 el 
valor de 10 µg/mL la cual se encuentra dentro del intervalo y es cercano al calculado por 
regresión no lineal, ajustada a los valores más cercanos a la curva. El valor de CE50 calculado 
con el peso molecular determinado para el compuesto es de 25 µM. Por otro lado, se calculó 
la respuesta máxima vasorelajante alcanzada por el compuesto, EMAX= 82,01%. 
Se determinó el efecto vasorrelajante de CmE1B1 en anillos precontraídos con diferentes 
agonistas (Figura 24). En los anillos precontraídos con KCl no hubo relajación, arrojando un 
valor de -0.9% ±3,6, entendiendo que valores negativos se traducen como contracción o 
como un aumento en la tensión del anillo en vez de relajación. Mientras que en los anillos 
CmE1B1 Ácido-8(17) ,13(E) –labdien-19-oico 
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que fueron precontraídos con FE, CmE1B mostró respuesta vasorelajante con una media de 
78,6 % ± 12,7.  
 
 
Figura 24. Efecto vasorelajante de la CE50 CmE1B1 (10 µg/mL) en anillos aórtico E+ 
precontraidos con Fenilefrina (3x10-6 M) y KCI (10 µg/mL). 
 
Se determina la competitividad de CmE1B1 frente al agonista del adrenoreceptor α1, 
Fenilefrina (FE), de esta manera se incuba la concentración CE50 frente a una curva 
concentración-respuesta de FE. CmE1B1 desplaza hacia la derecha la curva dosis-respuesta 
de fenilefrina sin alcanzar la respuesta máxima. La contracción máxima alcanzada por FE con 
CmE1B1 incubado a su CE50 fue de 76,6 % ± 8.0 equivalente a una disminución del 33% de la 
contracción máxima alcanzada por la curva control de FE. (Figura 25). La afinidad antagonista 
estimada para CmE1B1 en la aorta de rata fue de pA2 = 2,7 y la pendiente del diagrama de 
regresión de Schild fue de 2.5. Cada punto representa el promedio ± EEM 5 anillos.  
57 
 
 
Figura 25. Curva concentración-respuesta para fenilefrina (10-11 - 10-5 M) en anillos aórticos 
E+ y en presencia del compuesto CmE1B1 (10 µg/mL). 
 
4.8 Mecanismo de acción de la vasorelajación inducida por CmE1B1 
4.8.1 Participación de los factores derivados del endotelio 
Para evaluar la participación de NO se inhibió la enzima eNOs con L-NAME (100 µM), y 
para las PGI2 se inhibió la enzima Cox con Indometacina (10µM), (Figura 26). Como 
observamos antes en anillos con endotelio CmE1B alcanza un 70.8 % ± 5,1 de relajación, 
mientras que en anillos sin endotelio se pierde el efecto vasorelajante a casi el 100%, dado 
que solo presenta un 1.6% ± 0,6 de relajación, una respuesta similar se encontró al inhibir la 
producción de NO, los anillos incubados con L-NAME mostraron una disminución en la 
respuesta vasorelajante, alcanzando un 4% ± 3 de relajación. Por otro lado, la respuesta de 
los anillos inhibidos con indometacina fue más variable, pero también disminuyo la respuesta 
vasorelajante a un 35% ± 15,87. Cada punto representa el promedio ± EEM 5 anillos.  
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Figura 2610. Efecto vasorelajante de CmE1B1 (10 µM/mL) frente al inhibidor de NO, L-NAME 
(100 µM) y el inhibidor de las PGI2, Indometacina (10 µM) en anillos aórticos E+ precontraídos 
con FE (3X10-7 M). 
Por otro lado, al evaluar la respuesta de CmE1B1 en presencia SNP (10-10 -10-7M), 
donador de NO (Figura 27) se encontraron diferencias significativas (p=0,8) entre la curva 
control y la curva con CmE1B1 a la concentración evaluada CE50. 
 
Figura 27. Curva Concentración respuesta de SNP (10-10 -10-7M) previamente incubado con 
CmE1B1 (10 µg/mL) en anillos aórticos E+ precontraídos con FE (1X10-6 M).  
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4.8.2 Participación del GMPc como segundo mensajero 
Al evaluar la interación que ejerce el azul de metileno (100 µM) sobre el efecto inhibitorio 
por CmE1B1 en anillos precontraidos a dosis acumulativas de FE, se observa que alcanzan 
un  4,5%± 1,7 de relajación, una disminución casi del 100% frente a los anillos no inhibidos 
control (70,8%± 5,2). Efecto inducido con valores de CE50 de CmE1B1 (figura 28). Cada 
punto representa el promedio ± EEM 5 anillos.  
 
Figura 2811. Efecto vasorelajante de CmE1B1 (10 µg/mL) frente al inhibidor del guanilato 
ciclasa, Azul de metileno (100 µM) en anillos aórticos E+ precontraídos con FE (1X10-6 M).  
 
4.8.3 Participación de los receptores muscarínicos, β-adrenérgicos y purinérgico 
Al observar los efectos inhibitorios sobre los diferentes receptores muscarínicos, β-
adrenérgicos y purinérgico, sobre la contracción inducida por FE en anillos de aorta se 
obtuvieron los siguientes resultados (Figura 29): 
El efecto inhibitorio producido por el propanolol sobre la contracción ejercida en los anillos 
de aorta precontraidos con FE en presencia de CmE1B1 presenta un valor de (12,5 ± 7,5) 
de relajación frente al isoproterenol 1x10-7 M (Control+ Propanolol) y se obtuvo una 
respuesta de CE50 de CmE1B1 de (57,5% ± 1,5) solo un 13,3% menos de la encontrada en 
los anillos control no inhibidos. El efecto inhibitorio producido por atropina sobre la 
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contracción ejercida en los anillos de aorta precontraidos con FE presenta un valor de (3% 
±3,3) de relajación al Carbacol, 1x10-5 M (Control+ Atropina) y se obtuvo una respuesta de 
CE50 de CmE1B1 de (37.7 % ±15,9) solo un 33.2%. El efecto inhibitorio producido por 
suramina sobre la contracción ejercida en los anillos de aorta precontraidos con FE 
presentan un valor de (46,5% ± 7,5) de relajación. A estos anillos no se les realizo un control 
de inhibición. Cada punto representa el promedio ± EEM 5 anillos. 
 
 
Figura 2912. Efecto vasorelajante de CmE1B1 (10 µg/mL) frente a los inhibidores de 
receptores Muscarínicos (Atropina, 10 µM), β-adrenérgicos (Propanolol, 10 µM) y Purinérgicos 
(Suramina, 10 µM) en anillos aórticos E+ precontraídos con FE (3X10-7 M) *Control-: DMSO. 
 
4.8.4 Participación de los canales de potasio (K+V, KATP, KCa2+) 
El efecto inhibitorio inducido por 4-Aminopiridina sobre la contracción ejercida en los anillos 
de aorta precontraidos con FE en presencia de CmE1B1 presentan una relajación del 
25,7%± 6,4 con respecto a los anillos no inhibidos (control) el valor disminuye al 51%. Al 
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evaluar los efectos inhibitorios de Glibenclamida presentan una relajación de 72.5% ±14,5 
manteniendo su actividad vasorelajante respecto a los anillos no inhibidos (control). Según 
se muestra en la (Figura 30). Cada punto representa el promedio ± EEM 5 anillos. 
 
 
Figura 3013. Efecto vasorelajante de CmE1B1 (10 µg/mL) frente a los inhibidores de canales 
de potasio, K+v (4-Aminopiridina 1000 µM) y, K+ATP (Glibenclamida, 10 µM) en anillos 
aórticos E+ precontraídos con FE (3X10-7 M). 
 
Los efectos inhibitorios inducidos por TEA (1mM) ejercida en los anillos de aorta 
precontraidos con FE en presencia de CmE1B1 presento una relajación de 37,2% ± 9,1 
mientras que los anillos inhibidos por L-NAME (10 µM) con diferentes concentraciones 
presenta valores negativos dado por los aumentos de tensión contracción. Los anillos 
inhibidos con TEA (10 mM) presentan una disminución en la relajación de 14,25% ± 12,3 
mientras al incubar con L-NAME (10 µM) presento una relajación de 4%± 5,7 una relajación 
muy baja como se observa en la (Figura 31). Cada punto representa el promedio ± EEM 5 
anillos. 
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Figura 3114. Efecto vasorelajante de CmE1B1 (10 µg/mL) frente al inhibidor de canales de 
potasio, K+, Ca2+.  Tetraetilamonio a 10 mM, y Tetraetilamonio a 1 mM, en anillos aórticos E+ 
precontraídos con FE (1X10-6 M). 
 
4.8.5 Participación de Canales de calcio tipo L y Receptores de rianodina 
El efecto inhibitorio ejercido sobre los receptores de rianodina en los anillos de aorta 
precontraidos con FE en presencia de CmE1B1 presento una relajación de 22% ±14,3 una 
pérdida del 70% de relajación con respecto en los anillos no inhibidos control. Mientras que 
los anillos inhibidos con Nifedipina presento una relajación de 91,25% ± 5,9 observados en 
la (Figura 32). Cada punto representa el promedio ± EEM 5 anillos. 
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Figura 152. Efecto vasorelajante de CmE1B1 (10 µg/mL) frente al inhibidor de los canales de 
calcio tipo L, Nifedipina (60 µM) y receptores rianodina, Tetracaina (60 µM) en anillos aórticos 
E+ precontraídos con FE (1X10-6 M).  
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5. DISCUSIÓN 
 
5.1 Efecto vasorelajante endotelio dependiente del extracto, fracciones de 
Campanula medium. 
Al analizar los resultados obtenidos de las pruebas se evidencia que el extracto 
CmXO alcanzo un 50% de relajación en anillos con endotelio, demostrando la capacidad 
vasodilatadora en función a la concentración aplicada a los anillos de aorta precontraídos 
con FE. De esta manera fue interesante continuar con el estudio biodirigido del extracto, 
fracciones y compuesto de Campanula medium y establecer su posible mecanismo de 
acción. Las fracciones CmE2 y CmE1 obtenidas por el método de solubilidad en solvente 
orgánico del extracto CmXO demostraron tener un efecto vasorelajante dependiente de 
endotelio, la remoción del endotelio causaba más del 90% de pérdida de la actividad 
vasorelajante en ambas preparaciones de anillos. Estudios demuestran que en presencia 
por ACh en los vasos sanguíneos requiere la presencia de células endoteliales que 
estimula la liberación de sustancias que causan la relajación del musculo liso vascular 
(Furchgott y Zawadzki 1980).   
5.2 Flavonoides de la fracción CmE2, efecto vasorelajante dependiente de 
endotelio. 
La fracción CmE2 se identificó la presencia de una banda mayoritaria en 
cromatografía de capa fina revelado con Sulfato Cérico con fluorescencia amarilla a la 
luz UV de 366 ηm. Se conoce que los flavonoides bajo luz UV muestran una coloración 
amarilla pertenecen a los 3- hidroxi flavonoles (Aguilar, E. 2009). También se reporta que 
al usar como fase móvil ácido fórmico- ácido acético- agua (fase móvil usada en la 
preparación de CCF) proporciona un buen rango de movilidad y separación de las 
flavonas y los flavonoles glicosilados, donde generalmente el RF incrementa 
proporcionalmente con el grado de glicosilación de estos (Bloor, 2001). Por lo que la 
banda observada puede pertenecer al grupo carbonilo en posición 4 y un grupo –OH en 
posición 3 del anillo C perteneciente a los Flavonoles 3-OH (Escamilla Jimenéz, Cuevas 
Martinéz, & Guevara Fonseca, 2009). La fracción CmE2 demostró tener un efecto 
vasorelajante concentración-dependiente hasta una concentración de 30 µg/mL, De esta 
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fracción se aisló y caracterizo un compuesto mayoritario identificado como el flavonoide 
rutina, del cual es bien conocido su efecto vasorelajante que depende del endotelio 
vascular y está relacionado con la vía de óxido nítrico.  
5.3 Efecto vasorelajante de un diterpeno tipo labdano de CmE1B1 
La caracterización del compuesto CmE1B1 permitió identificarlo como un diterpeno tipo 
labdano di hidroxilado. A pesar de su simplicidad estructural su extracción con agua es 
factible ya que son compuestos con grupos hidroxilos y carboxilos.  Los diterpenos han 
sido estudiados en varias ocasiones y han demostrado tener un efecto vasorelajante, 
varios mecanismos de acción han sido propuestos para explicar su actividad 
vasodilatadora. En 1974 se descubrió un diterpeno procedente de las raíces del Coleus 
forskohlii. La forskolina aumenta los niveles de AMPc y las acciones mediadas por este 
nucleótido, por activación de enzima AC. El AMPc regula la formación y la fosforilación 
del 1,4,5‐trifosfato de inositol (IP3), la actividad de los canales y bombas de Ca2+, y la 
formación de otros mensajeros que movilizan Ca2+ (Shariq, 2013). El efecto vasorelajante 
de los agentes que incrementan el AMPc podría estar mediado, en parte, por la depleción 
de Ca2+ a partir de reservorios intracelulares (Shariq, 2013). 
Otros estudios demuestran que el extracto etanólico de C. Schiedeanus tiene la 
capacidad de disminuir las cifras de tensión arterial y frecuencia cardiaca, además ha 
probado su actividad vasodilatadora en anillos aislados de aorta de rata precontraidos 
con KCl y fenilefrina. Demostrando actividad vasodilatadora en un diterpeno 1, 3,7-O-
dimetilquercitina, cis-deshidrocrotonina y ayanina ejercen efectos sinérgicos entre sí que 
hacen que presente mayor actividad vasodilatadora (Chavez, 2004).  Relaja anillos 
precontraídos con fenilefrina, agonista del receptor adrenérgico alfa, en función de la 
dosis, con una CE50 de 1,3x10-5 g/mL (9,1x10-6- 2x10-5) (Chavez, 2004). Por otro lado, al 
ensayar diluciones sucesivas de L-NAME y azul de metileno hasta del orden de 10-14 M 
se observa que este último agente es más eficaz en revertir la relajación inducida por C. 
Schiedeanus, puesto que en tales condiciones persisten efectos inhibitorios importantes 
(68% de relajación máxima) en tanto que con L-NAME la relajación inducida por el 
extracto se recupera notoriamente (91%) (Chavez, 2004). Estos hallazgos sugieren que 
C. Schiedeanus ejercería efectos aún más selectivos sobre la ruta guanilato 
ciclasa/GMPc que sobre la actividad misma del óxido nítrico (Chavez, 2004).  
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5.4 Respuesta vasorelajante frente a diferentes agonistas del diterpeno tipo 
labdano de CmE1B1 
Al analizar los resultados, realizados en el apartado: procedimiento experimental se 
observa que la que CmE1B1 modifica la respuesta inducida por KCl en los anillos 
precontraidos con FE por concentración-respuesta en anillos de aorta. Lo que se sugiere 
es que el efecto de KCl está relacionado con los efectos bloqueantes de canales de Ca2+ 
intracelular voltaje dependientes como se observa la (figura 21). De esta manera se 
puede explicar las concentraciones de K+ en el musculo liso como agente despolarizante 
extracelular generan contracciones tónicas por despolarización, incrementando la 
liberación de Ca2+ a partir en el retículo sarcoplasmatico. (Topouzis y col. 1989; Orallo, 
1996). 
El efecto causado por las concentraciones de FE se producen por activación de los 
adrenoreceptores α en las cuales se destacan dos componentes principales. El primer 
componente está dado por la liberación de Ca2+ de los depósitos intracelulares mediada 
por la activación de receptores específicos de IP3 y el segundo componente referente a 
una contracción tónica que se debe a la entrada de Ca2+ a través de canales mediados 
por receptor (Quang, Rozec, Audigane, & Gauthier, 2009). 
5.5 CmE1B1 como antagonismo no competitivo en los adrenoreceptores α 
Por otro lado, se evaluó inhibición de la concentración inducida por concentraciones 
acumulativas de FE en anillos de aorta, incubando los anillos con (10 µg/mL) de 
CmE1B1. Nuestros resultados demuestra una disminución de la tensión máxima con FE, 
observando un desplazamiento de la curva hacia a la derecha (Figura 25). Lo que se 
sugiere que CmE1B1 tiene un efecto de tipo antagonista no competitivo de receptores α 
dado que para conseguir una respuesta equivalente (típicamente el 50% del efecto 
máximo) son necesarias concentraciones de agonista tanto mayores cuanto mayor es la 
concentración de antagonista presente. Como este comportamiento se ha mostrado en 
otros estudios de evaluación de extracto de otras especies (Ramírez, 2007) Se ha 
calculado el pA2 o logaritmo negativo para la concentración de antagonista en presencia 
de la cual es necesario duplicar la concentración de agonista para obtener el mismo 
efecto. Este es un valor característico de cada antagonista para cada tipo de receptor 
(Camarasa, 1997). 
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Por otra parte, la pendiente del diagrama de Schild (2.5) se puede considerar una 
estimación de la constante de disociación de equilibrio del antagonista para el receptor, 
este sugirió un antagonismo no competitivo, dado que valores mayores a 1 sugieren que 
el antagonista puede activar otros receptores a una alta concentración que produce una 
respuesta fisiológica antagonista a la respuesta del agonista (Kenakin, 1981) Como 
resultado se necesitarían altas concentraciones del agonista mayores a las requeridas  
para alcanzar la respuesta, resultando una mayor pendiente (un mayor valor de Schild).  
Con el descubrimiento de EDRF y de la participación del NO se demostró que la 
activación de los adrenoreceptores α2 en células endoteliales estimulan la liberación de 
NO, atenuando la vasoconstricción producida por la activación de os adrenoreceptores 
α1 vasculares (Vanhoutte y Miller 1989; Serafim y Moura, 2001) Esta respuesta es lo que 
probablemente esté sucediendo con CmE1B, siendo este capaz de activar los 
adrenoreceptores α2 presentes en el endotelio vascular por lo que el efecto 
vasoconstrictor de los agonistas del adrenoreceptor α1 puede ser modulado por factores 
relajantes derivados del endotelio (EDRF) como NO y PGI2  (Godfraind, 1985). 
5.6 Respuesta vasorelajante endotelio dependiente diterpeno tipo labdano de 
CmE1B1 
La presencia de células endoteliales vasculares es esencial para inducir la relajación de 
anillo de aorta con ACh puesto que estimula el receptor muscarinico que aumenta el Ca2+ 
intracelular de los depósitos del retículo endoplasmatico de las celular endoteliales que 
median la liberación del NO que se difunden en las células del musculo liso y activan la 
producción de GMPc (Guimarães & Moura, 2001). Esta relajación dependiente de 
endotelio de músculo liso vascular a la ACh está mediada por un mediador endógeno 
inicialmente denominado factor de relajación derivado del endotelio (EDRF) (Guimarães 
& Moura, 2001). Estudios previos han demostrado que la remoción del endotelio puede 
inhibir el efecto vasorelajante producido por ACh (Wu y col. 1993). Resultado que es 
observado en distintos extractos metanólicos de plantas tropicales y la pérdida del 
endotelio refleja una pérdida de vasorelajación de los extractos más de 75% (Runnie, 
2004). Por esta razón la relajación obtenida con ACh es lineal dependiente de la 
vasorelajación conseguida por  CmE1B1, la remoción del endotelio inhibe la relajación 
para ACh y CmE1B1, por la cual los anillos que presentaran una respuesta de relajación 
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menor a 10% se consideraban sin endotelio y aquellos anillos que presentaran una 
respuesta de relajación mayor al 60% se consideraban anillos con endotelio (Paulino 
et al., 2018). Por lo anterior los resultados obtenidos en la relajación con ACh y CmE1B1 
demuestran la funcionalidad del endotelio. 
5.7 Participación en la respuesta vasorelajante de EDRF, Óxido nítrico y 
Prostaciclinas  
En cuanto a la producción de NO los resultados demuestran que la incubación previa de 
los anillos de aorta con L-NAME (10µM) reduce la capacidad vasorelajante de CmE1B1 
con respecto a la relajación obtenida en los anillos control E+ en casi un 100% 
demostrando una respuesta similar a la encontrada con CmE1B1 en los anillos sin 
endotelio (Figura 26). Para evaluar la participación de prostanoides vasodilatadores se 
incubaron los anillos con indometacina (10µM), un inhibidor no selectivo de la 
ciclooxigenasa. Este inhibidor redujo significativamente la respuesta vasorelajante de 
CmE1B1 a un 35% de relajación. Los resultados demostraron que el efecto provocado 
por indometacina antagonizo el efecto ejercido por un compuesto relacionado a la 
cicloxigenasa provocado por CmE1B1 y estaría involucrado con la producción de 
prostanoides como PGI2. Primer factor vasorelajante derivado del ácido araquidónico 
(AA) que conduce un aumento de los niveles intracelulares de AMPc y relajación del 
músculo liso (Vanhoutte y col.; 2005, Vera.; 2006). En cuanto a los resultados obtenidos 
sobre el efecto de relajación dependiente del endotelio por SNP (figura 27) CmE1B1 
incrementa su efecto, lo que se sugiere es que los compuestos nitrogenados como el 
Nitroprusiato de sodio median la liberación de Oxido Nitrico que estimula formación de 
GMPc resultando la relajación del musculo liso vascular (Gruetter et al., 1980).  
5.8 Vasorelajación inducida vía NO/GMPc 
Para examinar posibles mecanismos de acción relacionados al guanilato cliclasa se 
utilizó el inhibidor no selectivo azul de metileno que previene la formación de GMPc y 
revierte la relajación endotelio dependiente con ACh. (Loscher 1991). Para determinar si 
CmE1B1 interviene en la vía de NO/GMPc afectando la enzima guanilato ciclasa soluble 
se utilizó azul de metileno. Los anillos de aorta incubados con Azul de metileno mostraron 
una pérdida de vasorelajación del 96%, antagonizando el efecto de CmE1B1 (Figura 28). 
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Un número de estímulos que causan la liberación del EDRF NO, como 
nitrovasodilatadores o el NO exógeno aumentan la acumulación de GMPc en las células 
endoteliales. Se ha reportado que en los vasos sanguíneos con endotelio la relajación 
inducida por ACh e histamina se asocia con un aumento en la concentración intracelular 
en el musculo liso de GMPc y que este precede a la relajación vascular (Loscher 1991). 
Esta relajación inducida por GMPc, disminuye el calcio intrecelular, efectos inhibitorios 
en el metabolismo de fosfoinositol y proteínas quinasas. Principalmente GMPc mediante 
la activación de una proteína quinasa, estimula la salida de Ca2+ 3 ', 5'-adenosina- 
monofosfato dependiente através del sarcolema del musculo liso vascular. (Popescu y 
col. 1985). Afirmando la participación de la vía NO/GMPc en la relajación vascular.  
5.9 Participación de los receptores β-Adrenérgico Muscarínico y Purinérgicos  
Para determinar la participación de los distintos receptores acoplados a proteína G 
en el efecto vasorelajante de CmE1B1 se siguió el protocolo usado en (Estrada y col 
2011). Para evaluar posible participación de los β-adrenoreceptores se incubo un 
antagonista no selectivo, Propanolol (10 µM) posteriormente se comprobó su inhibición 
añadiendo el agonista adrenoreceptor no selectivo Isoproterenol (10-7 M) dando una 
respuesta efectiva, con una relajación de menos del 5%. Por otro lado, la respuesta de 
CmE1B1 frente a esta inhibición disminuyo un 13% su relajación (Figura 28) estos datos 
indican que el efecto vasorelajante de CmE1B1 no depende en gran parte de la 
estimulación de los receptores β-adrenérgicos. 
Por otra parte se evaluó los receptores muscarínico M3 ubicado en el endotelio 
vascular. Para evaluar su participación se utilizó Atropina (10 µM) un antagonista 
muscarínico, como se observa en la (Figura 29) la respuesta de relajación de Ach fue 
completamente bloqueada en los anillos de aorta E+, el bloqueo de los receptores 
muscarínicos afecto la respuesta vasorelajante de CmE1B1, atenuándola a un 37%.  
Esta inhibición puede deberse a que CmE1B1 actúa de manera parcial en estos 
receptores M3. La participación de estos receptores ha mostrado ser relevante, ya que 
resulta en un incremento de NO que produce la vasodilatación coronaria (Doods y col. 
1989). Para evaluar la participación del receptor purinérgicos en el efecto vasorelajante 
de CmE1B1 se inhibió su participación con el antagonista no selectivo P2, Suramina (10 
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µM). Encontrándose una reducción de la respuesta vasorelajante del 24% con respecto 
a los anillos no inhibidos. 
Las dos familias de receptores P2: Acoplados a proteína G (P2Y) y los acoplados a 
ATP canales iónicos (P2X) han sido descritos en tejidos vasculares de diferentes 
especies (Ralevic y Burnstock, 1998). En endotelios de aortas de rata P2Y1 Y P2Y2 
demostraron mediar la relajación endotelio dependiente (Hansmann y col. 1997) y estar 
acoplados a la vía NO/GMPc. También se ha reportado que P2X4 induce vasodilatación 
de manera dependiente de NO. En este estudio se sugiere la participación de los 
receptores P2Y dado que se ha reportado que Suramina no inhibe a los receptores P2X4 
(Ralevic y Burnstock, 1998)   
Una respuesta similar se ha encontrado con el triterpeno ácido pomólico aislado de 
L. pittieri por (Estrada y col. 2011) en donde la participación de los receptores P2Y era 
evidente y existía una atenuación de la relajación cuando se inhibían los receptores 
muscarínicos. Estudios previos también han demostrado que la señal de nucleótidos 
extracelulares en las células endoteliales actúa vía receptores P2Y. Estos fosforilan la 
enzima eNOS por acoplamiento a los receptores P2Y (Gonçalves y col. 2009) 
5.10 Participación de los Canales de K+ y el flujo de Ca2+ en la respuesta 
vasorelajante endotelio dependiente 
Por último, los datos obtenidos por el efecto vasorelajante dependiente de endotelio 
de CmE1B1 se vio inhibido por el Tetraetilamonio (TEA), un bloqueador del canal K+ no 
selectivo, concentraciones de TEA de (1 mM.) Y TEA (10 mM.) alcanzó una perdida 
vasorelajante del 66% y 42% respectivamente (Figura 30). Este resultado muestra que 
CmE1B1 activa canales de K+ sensibles a Tetraetilamonio en células endoteliales como 
(K+ Ca2+) lo que presumiblemente conduce a un influjo de Ca2+ y a la consecuente 
activación de eNOS. Para comprobar este ensayo los anillos adicionalmente al ser 
inhibidos con TEA posteriormente fueron incubados con L-NAME, inhibidor de la eNOS 
(Figura 31). La respuesta frente a este ensayo fue la pérdida total de vasorelajación 
inducida por CmE1B1, de manera consecuente se vio un aumento en la tensión en los 
anillos aórticos.  
En relación con las prostaciclinas, el CmE1B1 no modifica la contracción inducida 
por Glibenclamida en los anillos de aorta (Figura 30). Se observa que no inhibe el efecto 
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vasorelajante de CmE1B1 mostrando una respuesta de 72.5% de vasorelajación.  Lo 
que se sugiere es que el efecto de CmE1B1 no está vinculado con la participación de los 
canales de K+ATP. Mediante la activación de IP3 induce el aumento de la AMPc, 
estimulando el PKA y activando la Ca2+-ATPasa que es el responsable de la captación 
de Ca2+ desde el medio intracelular hasta el retículo sarcoplásmico (Smith, 1986).  
Los resultados obtenidos sobre CmE1B1 en anillos contraídos a dosis acumulativas 
de 4-AP se observa que inhibe de manera significativa el efecto vasorelajante en un 51%, 
lo que sugiere que el efecto de CmE1B1 está relacionada con los canales de K+V. La 4- 
aminopiridina es un bloqueador selectivo de estos canales. El bloqueo reduce la 
despolarización de la membrana de la musculatura lisa, facilitando la entrada de Ca2+ y 
con esto incrementando el tono vascular. (Nelson y Quealey, 1995). El DAG junto con 
Ca2+ activa la PKC la cual promueve la contracción al fosforilar los canales de Ca2+ de 
tipo L. El efecto final es un cambio en la potencial transmembrana que permite la apertura 
de estos canales de Ca2+ tipo L voltaje dependiente permitiendo la entrada de Ca2+ 
extracelular hacia el citoplasma y desencadenando la contracción del músculo liso. 
Soluciones con alto contenido de iones como K+ producen la contracción del musculo 
liso por despolarización directa de los canales Ca2+ tipo L voltaje dependiente, 
permitiendo el flujo de entrada de Ca2+ sin necesidad de recurrir a segundos mensajeros 
intracelulares (Webb, 2003).  
En cuanto a la participación de los canales de Ca2+ dependientes de voltaje tipo L. 
los anillos se incuban con el bloqueador selectivo de este canal, la nifedipina. El efecto 
vasorelajante de CmE1B1 no se ve afectado por esta inhibición, el bloqueo de estos 
canales no disminuye la respuesta vasorelajante (Figura 32) por lo que estos no están 
involucrados en el mecanismo de acción de CmE1B1. Lo que se intuye puede significar 
dos cosas, CmE1B1 no actúa directamente sobre estos canales de Ca2+ tipo L, ni 
tampoco probablemente este interviniendo en el mecanismo del segundo mensajero 
DAG.  
La liberación de Ca2+ está controlado por dos complejos principales del canal/ 
receptor, el receptor de inositol trisfosfato (IP3) y el receptor de rianodina. El receptor IP3 
del retículo sarcoplasmatico son activadas por IP3 generados en respuesta a muchos 
activadores del receptor ligados a la proteína G o tirosina quinasa. Por otro lado, el 
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receptor rianodina amplifica la liberación de calcio en respuesta a una señal de 
incremento de Ca2+ en el retículo sarcoplásmico inducida por la liberación de Ca2+ (Calcio 
saca calcio) (MacMillan y col, 2005). Es conocido que la fosforilación de los receptores 
IP3 y receptores rianodina causan la apertura de los canales iónicos y moléculas como 
NO pueden activar este proceso en la musculatura lisa, la salida de Ca2+ del retículo y el 
posterior aumento de Ca2+ intracelular induce la formación del complejo Ca-CAM, pero 
en células endoteliales un aumento de la concentración de Ca2+ intracelular promueve la 
activación de eNOS y eleva la formación de NO (Shou y col. 2012). 
En este estudio se utilizó el inhibidor de los receptores rianodina, tetracaina y se 
encontró que la respuesta vasorelajante de CmE1B1 fue inhibida, mostrando una pérdida 
del 70% de la vasorelajación. Este resultado demuestra la participación de los receptores 
rianodina en el mecanismo vasorelajante de CmE1B1 y como se demostró que esta era 
endotelio-dependiente vía NO/GMPc. Es probable que los receptores rianodina 
intervengan en la activación de la eNOS al ser activados y producir el aumento de Ca2+ 
intracelular. Sin embargo, son necesarios estudios futuros que caractericen la diferencia 
en la regulación de las señales en el mecanismo de calcio intracelular y extracelular. De 
acuerdo con los resultados obtenidos, nos permiten demostrar que Campanula medium 
posee efectos vasorelajantes en anillos de aorta, disminuyendo el tono vascular sobre el 
endotelio. Sus principios activos nos permite la obtención de nuevas alternativas 
terapéuticas en el tratamiento de la hipertensión arterial. Determinar un posible 
mecanismo de acción para este compuesto activo abre las puertas a futuros estudios 
para seguir la investigación de la participación de otras posibles rutas involucradas.  
 
5.11 posible mecanismo de acción: 
Actúa favoreciendo la salida de calcio del retículo sarcoplasmático, activando eNOS, 
generando óxido nítrico quien viaja al musculo liso activando guanilato ciclasa 
aumentando los niveles de GMPc quien activa una fosforilasa inhibiendo la acción de la 
actina sobre la miosina. 
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CONCLUSIONES 
 
 
1. El extracto hidroalcohólico de C. medium posee actividad vasorelajante dependiente 
del endotelio en anillos de aorta de rata pre contraídos con fenilefrina. 
 
2. Las fracciones CmE2 y CmE1, obtenidas a partir del extracto de C. medium mostraron 
tener diferente actividad vasorelajante dependiente de endotelio y concentración-
dependiente. 
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3. La subfracción CmE1B tiene un compuesto mayoritario tipo diterpeno  labdano 
dihidroxilado  el cual  según nuestros conocimientos  
 representa un nuevo reporte para la  literatura . La subfraccion CmE2 contiene un 
compuesto conocido  como Rutina y su mecanismo vasorelajante es conocido. 
4. CmE1B1  ejerce su efecto vasorelajante mediante la producción de ON y de GMPc en 
las células endoteliales. 
5. El efecto vasorelajante de CmE1B1 es mediado parcialmente en la generación de PGI2  
y factor hipolarizante del endotelio vascular, que actúa sobre los canales de K+ 
dependientes de voltaje.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RECOMENDACIONES 
 
 
 Realizar estudios farmacológicos in vitro con el fin de confirmar el mecanismo de 
acción de CmE1B1 relacionado con los receptores de rianodina y PGl2 que 
caractericen la diferencia en la regulación de señales en el mecanismo de calcio 
intracelular y extracelular. 
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 Continuar con los estudios farmacológicos de CmE2B1 para identificar el posible 
mecanismo de acción por la cual ejerce su efecto vasorelajante. 
 
 Realizar estudios de toxicidad in vivo del extracto etanólico Campanula medium y de 
los compuestos CmE1B1 y CmE2B1 para una posible aplicación para la prevención 
y el tratamiento de las enfermedades cardiovasculares. 
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ANEXOS 
 
Anexo 1: Procedimiento Experimental   
1.1 Consideraciones previas: 
Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital de sodio (100 mg/Kg, IP) 
mediante una inyección intraperitoneal. Se confirmó el efecto de la anestesia aplicando 
presión con pinzas a las patas y cola, para corroborar la perdida de reflejo a estímulos 
de dolor. Con unas tijeras se realizó una incisión desde la parte inferior de la caja torácica 
hasta el esternón en donde se biseccionó hasta las axilas. Posteriormente se colocó la 
aorta en una placa de disección con Buffer Krebs- Henseleit (K-H) a pH 7.4 con burbujeo 
continuo de una mezcla de 95% O2/5% CO2 
1.2 Condiciones de estabilización del tejido 
La estabilización del tejido consistió de dos etapas (Figura I). La primera etapa 
consistió en llevar al anillo a una tensión final de 2 g, usando el micrómetro, se fue 
aumentando la tensión del anillo de 0,5 g cada 15 min, el tejido se dejó estabilizar por 30 
minutos. La segunda etapa permitió evaluar la viabilidad del anillo: El baño se llevó a un 
volumen de 10 mL y se añadió 100 µl de KCl. Una vez que el anillo alcanzó una meseta 
se realizó un lavado con buffer K-H a temperatura de 37°C, el anillo se dejó estabilizar 
por 45 minutos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I16. Diagrama del protocolo de estabilización del anillo de aorta en el baño. I) 
Aumento de tensión gradual. II) Contracciones con Cloruro de potasio. (Protocolo 
proporcionado por el laboratorio de Fisiología Celular). 
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1.3 Evaluación de la viabilidad del endotelio 
Una vez el anillo estabilizado, se contrajo con el agonista Fenilefrina (FE), para ello 
se preparó una solución de FE a 3x10-5 M, para añadir al baño (10 mL) un volumen de 
100 µL, quedando una concentración de 1x10-6 M. Una vez que la contracción alcanzó 
un plato se añadió 100 µl de Acetilcolina (Ach) a 1x10-3 M. 
La respuesta fue expresada en porcentaje de relajación alcanzado por el anillo 
(luego de ser añadido el Ach), mediante la siguiente formula: 
% 𝑑𝑒 𝑅𝑒𝑙𝑎𝑗𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =
𝑇 𝑚𝑎𝑥𝑖𝑚𝑎 − 𝑇 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑗𝑎𝑐𝑖ó𝑛
𝑇 𝑚𝑎𝑥𝑖𝑚𝑎 − 𝑇𝑏𝑎𝑠𝑎𝑙
 𝑥 100 
La T basal está dada por la tensión del anillo en estado basal o reposo, la T máxima 
está dada por la tensión alcanzada luego de ser añadida la FE y la T relajación está dada 
por la tensión que se alcanzó luego de ser añadido Ach. (Figura II). Los anillos que 
respondieron con un porcentaje mayor al 70% de relajación son considerados anillos con 
endotelio funcional mientras que los anillos que respondieron con un porcentaje menor 
al 10% de relajación son considerados anillos sin endotelio. 
 
Figura II. Diagrama del protocolo de viabilidad de endotelio. (Protocolo proporcionado 
por el laboratorio de Fisiología Celular). 
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1.4 Construcción de la curva acumulativa concentración-respuesta 
(Evaluación de actividad vasorelajante del extracto, fracciones, y subfracciones 
de Campanula medium). 
Para la construcción de la curva acumulativa CR (Figura III) los anillos fueron pre 
contraídos con FE (3x10-7 M) y se añadieron concentraciones acumulativas de 1, 3, 10, 
30 y 100 µg/mL del extracto, fracción o subfracción evaluadas (experimentos 
independientes), entre cada concentración se esperó un intervalo de tiempo de 3 minutos 
para añadir la siguiente concentración, si no se observaba un cambio en la tensión del 
anillo. Las soluciones madres estuvieron diluidas en DMSO a una concentración menor 
del 1% en el baño. El vehículo de estos experimentos será disoluciones de DMSO a las 
concentraciones antes mencionadas (siempre teniendo DMSO ≤1% en el baño). De esta 
manera se escogió la fracción y subfracción con mayor actividad, es decir la que tuviera 
un mayor efecto vasorelajante a una menor concentración.  
Figura III17. Diagrama del protocolo para la evaluación de la actividad vasorelajante 
del extracto, fracción y subfracciones en anillos con endotelio y anillos sin endotelio. 
(Protocolo proporcionado por el laboratorio de Fisiología Celular). 
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1.4.1 Cálculo de la concentración efectiva media 
A partir de la curva acumulativa concentración- respuesta en anillos precontraídos 
con FE (1x10-6 M) se calculó el valor de la concentración efectiva media (CE50) mediante 
una regresión no linear, logística. Esta concentración representa el 50% de respuesta 
tomado desde la línea basal a la máxima respuesta encontrada (contracción con FE). 
1.5 Respuesta vasorelajante de los compuestos ante diferentes agonistas 
Se evaluó el efecto vasorelajante del compuesto activo en el tejido precontraído con 
fenilefrina y KCl. Este ensayo se realizó en anillos con endotelio (E+) y FE (1x10-6 M) y 
KCl (0.05 M) en experimentos independientes. Una vez alcanzada la meseta se utilizó la 
CE50 del compuesto. (Figura IV). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura IV18. Diagrama del protocolo para la evaluación de la actividad vasorelajante 
del compuesto frente a diferentes agonistas. (Protocolo proporcionado por el laboratorio 
de Fisiología Celular). 
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1.5.1 Competitividad del compuesto en el α-adrenoreceptor  
Para evaluar la relación del compuesto con el receptor α-1 y si este actúa de 
manera competitiva con el agonista fenilefrina.  Se realizó el procedimiento descrito en 
la (Figura V).  En donde en anillos con endotelio se incubó la CE50 del compuesto por 30 
minutos y luego se agregó de manera acumulativa concentraciones de FE, desde 1x10-
11 M hasta 1x10-5 M. El control de este experimento consistió en construir la misma curva 
sin la incubación previa del compuesto, usando una disolución de DMSO. 
Figura V. Diagrama del protocolo para la evaluación de la competitividad del 
compuesto (Curva concentración creciente de Fenilefrina). (Protocolo proporcionado 
por el laboratorio de Fisiología Celular). 
 
1.5.2 Evaluación de la participación del óxido nítrico y prostaciclinas en el 
efecto relajante del compuesto CmE1B1 
Para evaluar la participación del óxido nítrico (NO) en el mecanismo de vasorelajación 
del compuesto, se utilizó un inhibidor de la enzima óxido nítrico sintasa, L-NAME, a una 
concentración de 100 uM. Por otro lado, para evaluar la participación de las prostaciclinas 
(PGI2), se utilizó un inhibidor la ciclooxigenasa (COx), Indometacina (Indo), a una 
concentración de 25 µM. Se siguió el protocolo mostrado en la (figura 10).  Este ensayo 
se realizó en anillos con endotelio (E+). 
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1.5.3 Evaluación de la actividad vasorelajante del compuesto activo aislado 
de CmE1B1 en presencia de Nitroprusiato de sodio 
La preparación se incubo con la CE50 del compuesto por 10 minutos para luego 
contraer los anillos con FE (3X10-7 M) posteriormente se realizó una curva acumulativa 
C-R con concentraciones de 10-10 M a 10-7 M de NPS, como se describe en la (figura VI). 
El vehículo control de este experimento consistió en incubar una disolución de DMSO en 
agua destilada a la misma concentración del compuesto (≤1% de DMSO en el baño). 
Este ensayo se realizó en anillos con endotelio (E+). 
 
Figura VI19. Diagrama del protocolo para la evaluación de la participación del NO en 
presencia de NPS. (Protocolo proporcionado por el laboratorio de Fisiología Celular). 
  
1.5.4 Evaluación de la participación del GMPc en el efecto relajante del 
compuesto CmE1B1. 
Para la evaluación de la participación del GMPc se incubó con el inhibidor de la 
enzima Guanilato ciclasa, Azul de metileno (100 µM), los anillos con endotelio fueron 
contraídos con FE (1x10-6 M) y se les coloco la CE50 del compuesto, Siguiendo el 
protocolo expuesto en la (figura VIII). El vehículo de este experimento consistió en 
incubar una disolución de DMSO en agua destilada a la misma concentración del 
compuesto (≤1% de DMSO en el baño). 
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1.5.5 Evaluación de la participación de los receptores acoplados a proteína 
G: β-adrenérgicos, muscarínico y purinérgico en el efecto relajante del 
compuesto aislado de CmE1B1. 
 
Se siguió el protocolo de la (figura 19). Los anillos se incubaron 10 minutos con 
los inhibidores de los receptores, Propanolol (10 µM) para el receptor β-adrenérgicos, 
Atropina (10 µM) para receptores muscarínicos, y Suramina (10 µM) para receptores 
purinérgicos, en experimentos independientes, posteriormente fueron contraídos con FE 
(1x10-6 M) y al llegar a un plató se colocó la CE50 del compuesto. El grupo control para 
estos experimentos consistió: En incubar el vehículo, una disolución de DMSO en agua 
destilada a la misma concentración del compuesto (≤1% de DMSO en el baño). Por otro 
lado para los anillos inhibidos con Atropina se utilizó el antagonista Acetilcolina (1x10-5 
M) y para los anillos inhibidos con Propanolol con el antagonista Isoproterenol (1x10-7 
M). 
1.5.6 Evaluación de la participación de los canales de potasio en el efecto 
relajante del compuesto aislado de CmE1B1. 
 
Para los canales de potasio dependientes de ATP (K+ATP) se incubó con el 
inhibidor Glibenclamida (10 µM), para los canales de potasio dependientes de voltaje 
(K+V) se incubó con el inhibidor 4-Aminopiridina (1x10-3 µM), en experimentos 
independientes, para luego ser contraídos con FE (1x10-6 M) e incubar la CE50 del 
compuesto (figura VIII) Para evaluar la participación de los canales de potasio 
dependientes de calcio (K+ Ca2+) se siguió el protocolo descrito en la (figura VII). En donde 
se realizaron cuatro tratamientos; (A) contracción con TEA (10mM) (B) contracción con 
TEA (10mM) e inhibición con L-NAME (10 µM), (C) Incubar con TEA (1 mM) y contraer 
con FE (1x10-6 M), (D) Incubar con TEA (1 mM),  contraer con FE (1x10-6 M), inhibir con 
L-NAME (10 µM). El vehículo control de este experimento consistió en incubar una 
disolución de DMSO en agua destilada a la misma concentración del compuesto (≤1% 
de DMSO en el baño). 
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Figura VII. Diagrama del protocolo para la evaluación de la participación de los canales 
K+ Ca2+. (Protocolo proporcionado por el laboratorio de Fisiología Celular). 
 
1.5.7 Evaluación de la participación de los canales de calcio tipo L, y 
receptores de rianodina en el efecto relajante del compuesto aislado de CmE1B1. 
 
Para la evaluación de los canales de Ca2+ de tipo L se incubó con el inhibidor 
Nifedipina (60 µM) y para los receptores de rianodina se incubó con el inhibidor 
Tetracaina (60 µM) en experimentos independientes, que posteriormente fueron 
contraídos con FE (1x10-6 M) para luego colocar la CE50 del compuesto, Siguiendo el 
protocolo expuesto en la (Figura VIII). El vehículo de este experimento consistió en 
incubar una disolución de DMSO en agua destilada a la misma concentración del 
compuesto (≤1% de DMSO en el baño). 
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Figura VIII. Diagrama del protocolo para la evaluación de la participación de segundos 
mensajeros, receptores y canales iónicos, con los inhibidores expuestos. (Protocolo 
proporcionado por el laboratorio de Fisiología Celular). 
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Anexo 2: Caracterización espectroscópica del compuesto: 
Espectro RMN H-1 de CmE2B1 
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Anexo 3: Caracterización espectroscópica del compuesto: 
Espectro RMN H-1 de CmE2B1 
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Anexo 4: Caracterización espectroscópica del compuesto: Espectro de 
acuerdo a su asignación para CmE2B1. 
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Anexo 5: Caracterización espectroscópica del compuesto: Espectro de 
acuerdo a su asignación para CmE2B1 señales HMBC. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
